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91 Einleitung
1.1 Das orale Plattenepithelkarzinom
1.1.1 Epidemiologie
Plattenepithelkarzinome der Mundho¨hle, der Lippen und des Rachens sind die ha¨ufigsten
malignen Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes, die einen Anteil von etwa 4–5% an allen
malignen Neoplasien besitzen (Howaldt et al., 2000). Mehr als 95% der malignen Tumoren
der Mundho¨hle sind Plattenepithelkarzinome (Mehrotra und Yadav, 2006). Die ja¨hrliche In-
zidenz der oralen Plattenepithelkarzinome betra¨gt in Deutschland etwa 10.000 mit weltweit
zunehmender Erkrankungsha¨ufigkeit (Reuther et al., 2006).
Das Durchschnittsalter der Patienten liegt zwischen dem sechsten und siebten Lebensjahr-
zehnt. Ma¨nner sind in dieser Altersgruppe wesentlich ha¨ufiger betroffen als Frauen (Llewellyn
et al., 2003). In westlichen La¨ndern liegt die Inzidenz des oralen Plattenepithelkarzinoms bei
Patienten unter 40 Jahren bei 0,4–3,6%. Es wird jedoch eine steigende Inzidenz bei ju¨ngeren
Ma¨nnern und Frauen beobachtet (Llewellyn et al., 2001).
Besonders hohe Inzidenzen fu¨r orale Tumoren finden sich in Entwicklungsla¨ndern wie Su¨d-
und Su¨dostasien sowie Indien. Der Anteil oraler Tumoren an allen malignen Tumoren betra¨gt
in Indien etwa 30–40%. Unter diesen Patienten sind gescha¨tzte 16–28% ju¨nger als 40 Jahre
(Llewellyn et al., 2001).
1.1.2 A¨tiologie
Epitheliale Neoplasien der Mundho¨hle durchlaufen die Stadien der Hyperplasie und Dyspla-
sie bevor sie als Carcinoma in situ und schließlich als invasives Karzinom klassifiziert wer-
den (Nagpal und Das, 2003). Verschiedene pra¨kanzero¨se La¨sionen und Konditionen ko¨nnen
Ausgangspunkt maligner Transformationen sein. Zu den pra¨kanzero¨sen La¨sionen za¨hlen die
Erythroplakie sowie die Leukoplakie. Aufgrund des klinischen Befundes werden die homoge-
ne und die inhomogene Leukoplakie unterschieden. Letztere liegt in Form der gefleckten, der
knotenfo¨rmigen oder der verruko¨sen Leukoplakie vor (Warnakulasuriya et al., 2007).
Etwa 11–67% der Mundho¨hlenkarzinome entwickeln sich aus Pra¨kanzerosen (Reichart, 2000).
Die große Streubreite dieser Angaben wird durch unterschiedliche Definitionen des klinischen
Begriffes Leukoplakie und variierende Untersuchungsmethoden erkla¨rt. Pra¨kanzerosen sind
folglich ein fakultativer Zustand in der schrittweisen Entstehung des Karzinoms (Scheifele
und Reichart, 1998).
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Karzinogene Noxen ko¨nnen auf die gesamte orale Mukosa einwirken und im Sinne der Feld-
kanzerisierung zu multiplen Karzinomen und synchron vorhandenen Pra¨kanzerosen bei einem
Patienten fu¨hren (Oijen und Slootweg, 2000). Klinisch normal erscheinende orale Mukosa
kann daher Entstehungsort einer malignen Transformation sein und korrespondiert nicht
zwangsla¨ufig mit dem anatomischen Ort einer Pra¨kanzerose (Warnakulasuriya et al., 2007).
Scheifele et al. fanden nicht-tumorassoziierte Leukoplakien bei 4% der Patienten mit einem
oralen Plattenepithelkarzinom (Scheifele und Reichart, 1998).
Tabakkonsum und chronischer Alkoholabusus sind in Nordamerika und Europa die wichtigs-
ten prima¨ren a¨tiologischen Faktoren fu¨r die Entstehung des oralen Plattenepithelkarzinoms.
Tabak entha¨lt verschiedene karzinogene und prokarzinogene Substanzen. Dazu za¨hlen die
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe wie Benzo[a]pyren sowie die tabakspezifi-
schen Nitrosamine wie Nitrosonornicotin. Das Prokarzinogen Benzo[a]pyren beispielsweise
wird durch oxidative Enzyme, insbesondere Cytochrom P450, in eine reaktive karzinogene
Substanz umgewandelt (Mehrotra und Yadav, 2006). Als wichtigste Form des Tabakkonsums
gilt das Rauchen der verschiedenen Tabakformen. 90% der an oralen Plattenepithelkarzino-
men erkrankten Patienten sind Raucher, jedoch auch Tabakkonsum in Form von Kautabak
ist ein Risikofaktor fu¨r orale Tumoren (Rasse, 2008). Das durch Tabakkonsum verursachte
Erkrankungsrisiko steigt dosisabha¨ngig (Moreno-Lo´pez et al., 2000; Walker et al., 2003). Al-
kohol wirkt ebenfalls karzinogen, in Kombination mit Tabakkonsum vervielfachen sich die
kanzerogenen Effekte synergistisch. Raucher, die keinen Alkohol trinken, haben gegenu¨ber
Nichtrauchern und Nichttrinkern ein 2- bis 4-fach erho¨htes Risiko, ein orales Plattenepi-
thelkarzinom zu entwickeln. Raucher, die gleichzeitig Alkohol in hohen Mengen konsumieren,
haben dagegen ein 6- bis 15-fach erho¨htes Risiko gegenu¨ber Nichtrauchern und Nichttrinkern
(Reichart, 2000). Verschiedene Wirkungsmechanismen werden in Zusammenhang mit Alkohol
diskutiert. Chronischer Alkoholkonsum erho¨ht in vitro die Permeabilita¨t der Gingiva und der
Mundbodenschleimhaut fu¨r tabakspezifische Karzinogene. Außerdem wird Cytochrom P450
durch Ethanol induziert, wodurch verschiedene Prokarzinogene zu Karzinogenen aktiviert
werden (Blot, 1992; Llewellyn et al., 2001; Walker et al., 2003).
In Indien und anderen asiatischen La¨ndern ist neben Alkohol und Tabakkonsum das Betel-
nusskauen allein und in Kombination mit Tabak ein wesentlicher a¨tiologischer Faktor fu¨r die
Entstehung von oralen Neoplasien. Die Unterschiede der Inzidenz und der Lokalisation oraler
Tumoren in verschiedenen Teilen der Welt beruhen auf den unterschiedlichen a¨tiologischen
Noxen wie dem Betelnusskauen sowie auf genetischen Faktoren (Koontongkaew et al., 2000;
Chen et al., 2008).
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Auch die sta¨ndige Aktivierung immunologischer Prozesse im Rahmen chronischer Entzu¨ndun-
gen scheint eine Rolle im Rahmen der oralen Tumorgenese zu spielen. Es wird diskutiert, dass
insbesondere Makrophagen, neutrophile Granulozyten und Mastzellen durch Freisetzung frei-
er Radikale Scha¨den an der DNA verursachen und durch parakrine Wirkung auf intrazellula¨re
Signalkaskaden die Proliferation und Apoptose epithelialer Zellen beeinflussen ko¨nnen. Ferner
stimulieren angeborene Immunabwehrzellen die Angiogenese und degradieren durch Freiset-
zung von Matrixmetalloproteinasen die extrazellula¨re Matrix. Grundsa¨tzlich jedoch wirkt das
adaptive Immunabwehrsystem durch Aktivierung zytotoxischer T-Lymphozyten tumorinhi-
bierend. Eine Unterdru¨ckung dieser adaptiven Immunabwehrmechanismen durch angeborene
Immunabwehrzellen sowie regulatorische T-Lymphozyten wird aber in einer Vielzahl von Tu-
moren beobachtet (de Visser et al., 2006).
Einen weiteren Risikofaktor in der oralen Tumorgenese stellen Superinfektionen der oralen
Mukosa mit humanen Papillomaviren (HPV) dar. Mehr als 120 verschiedene HPV-Typen exis-
tieren. Entsprechend dem Vorhandensein oder Fehlen der Viren in hochgradigen Dysplasien
oder malignen Tumoren werden sie in Hochrisiko- und Niedrigrisiko-Virustypen unterteilt.
HPV 16, 18, 31, 33 und 35 za¨hlen zu den Hochrisiko-Virustypen, von denen insbesonde-
re HPV 16 in oralen Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen wurde. Das virale Genom von
HPV 16 kodiert u.a. die beiden Oncoproteine E6 und E7, die zu einer Fehlregulation von
Zellzyklus und Proliferation fu¨hren. E6 beispielsweise kann an das Tumorsuppressorprotein
p53 binden und dessen Abbau einleiten (Chaudhary et al., 2009; McKaig et al., 1998).
Kontrovers diskutiert wird die Bedeutung der genetischen Pra¨disposition als Risikofaktor.
Das geha¨ufte Auftreten oraler Tumorerkrankungen innerhalb einer Familie ist ha¨ufig mit
dem Beginn der Erkrankung in einem fru¨hen Lebensabschnitt assoziiert. Als erbliche pra¨dis-
ponierende Faktoren gelten u.a. Mutationen von Tumorsuppressorgenen und genetische Po-
lymorphismen in DNA-Reparaturmechanismen (Ankathil et al., 1996; Bongers et al., 1996).
Die Bedeutung der Risikofaktoren Alkohol und Tabakkonsum fu¨r Patienten unter 40 Jahren
ist unklar (Sasaki et al., 2005). Einerseits liegen bei vielen dieser Patienten weder Alkohol-
noch Tabakkonsum vor, andererseits ist der Zeitraum, in dem sie diesen beiden Risikofakto-
ren ausgesetzt waren, relativ kurz (Llewellyn et al., 2001).
Die orale Tumorgenese ist ein mehrstufiger Prozess und letztendlich noch nicht vollsta¨ndig
gekla¨rt. Genetische Vera¨nderungen innerhalb einer Zelle fu¨hren u¨ber die Aktivierung von
Onkogenen und die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen zur malignen Transformation
(Todd et al., 2002). Spezifische genetische Vera¨nderungen treten in einer bestimmten Reihen-
folge auf und korrelieren mit bestimmten histopathologischen Stadien. Ein Progressionsmodell
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der zehn ha¨ufigsten Chromosomenla¨sionen fu¨r Karzinome im Kopf- und Halsbereich wurde
erstellt (Rasse, 2008). Insgesamt ist fu¨r die Tumorprogression aber nicht die Reihenfolge der
genetischen Vera¨nderungen, sondern vielmehr die Anha¨ufung entscheidend (Califano et al.,
1996). Etwa 6 bis 10 voneinander unabha¨ngige Genmutationen ko¨nnen zum irreversiblen Kar-
zinom fu¨hren (Rasse, 2008; Sidransky, 1995).
Protoonkogene sind Gene, die vornehmlich fu¨r Elemente wachstumstimulierender Signal-
transduktionswege kodieren, also fu¨r Wachstumsfaktoren und mitogene Stimuli, deren Ober-
fla¨chenrezeptoren, intrazellula¨re Signalmoleku¨le und schließlich Transkriptionsfaktoren und
Zellzyklus-regulierende Proteine. Durch Mutationen dieser Protoonkogene zu Onkogenen
kann etwa durch unkontrollierte Steigerung der Zellproliferation die maligne Transforma-
tion einer Zelle begu¨nstigt werden. Die Aktivierung des Protoonkogens c-erb 1 beispielsweise
fu¨hrt zu erho¨hter Genexpression und Aktivita¨t des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors
(EGFR) und wurde in verschiedenen Tumoren, auch oralen Plattenepithelkarzinomen, nach-
gewiesen (Grandis und Tweardy, 1993).
Die Aktivierung von Onkogenen und die damit einhergehende Steigerung der Zellprolifera-
tion sind allein nicht ausreichend zur malignen Transformation einer Zelle. Daher wird in
Tumoren ha¨ufig eine zusa¨tzliche Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen gefunden, wel-
che Programme wie Apoptose oder Zellalterung und Differenzierung inhibieren. So wurden
beispielsweise Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 in 50% der prima¨ren Kopf-Hals-
Karzinome beschrieben. Bei irreversibler Scha¨digung der DNA kann das p53-Protein den
Zellzyklus blockieren oder Apoptose einleiten. Funktionsloses p53-Protein jedoch kann gene-
tische Mutationen nicht beseitigen und tra¨gt zur genomischen Instabilita¨t eines Tumors bei
(Koontongkaew et al., 2000; Nagpal und Das, 2003; Rasse, 2008).
1.1.3 Einteilung: TNM-Klassifikation
Die Einteilung des oralen Plattenepithelkarzinoms unterliegt der TNM-Klassifikation der Uni-
on International Contre le Cancer (UICC). Die TNM-Klassifikation zur Beschreibung der
anatomischen Ausbreitung des Karzinoms beru¨cksichtigt die Ausbreitung des Prima¨rtumors
(T), das Fehlen oder Vorhandensein und die Ausbreitung von regiona¨ren Lymphknotenmeta-
stasen (N) sowie das Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen (M). Es wird zwischen
der klinischen (TNM oder cTNM) und der pathologischen (pTNM) Klassifikation unterschie-
den. Die pra¨therapeutische klinische Klassifikation basiert auf einer klinischen Untersuchung
sowie bildgebenden Verfahren und wird zur Auswahl und Bewertung der Therapie verwen-
det. Die postoperative pathologische Klassifikation beeinflusst die Indikation zur adjuvanten
Therapie sowie die Prognose (Wittekind und Meyer, 2010).
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Klinische und pathologische T-Kategorie
TX Prima¨rtumor kann nicht beurteilt werden
T0 kein Anhalt fu¨r Prima¨rtumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor 2 cm oder weniger in gro¨ßter Ausdehnung
T2 Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in gro¨ßter Ausdehnung
T3 Tumor mehr als 4 cm in gro¨ßter Ausdehnung
T4a Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen in a¨ußere Muskulatur der Zunge,
Kieferho¨hle oder Gesichtshaut
T4b Tumor infiltriert Spatium masticatorium, Processus pterygoideus oder
Scha¨delbasis oder umschließt die Arteria carotis interna
Klinische und pathologische N-Kategorie
NX Regiona¨re Lymphknoten ko¨nnen nicht beurteilt werden
N0 keine regiona¨ren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase(n) in solita¨rem ipsilateralem Lymphknoten, 3 cm oder
weniger in gro¨ßter Ausdehnung
N2 Metastase(n) wie nachfolgend beschrieben:
N2a Metastase(n) in solita¨rem ipsilateralem Lymphknoten, mehr als
3 cm, aber nicht mehr als 6 cm in gro¨ßter Ausdehnung
N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keiner mehr
als 6 cm in gro¨ßter Ausdehnung
N2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten,
keiner mehr als 6 cm in gro¨ßter Ausdehnung
N3 Metastase(n) in Lymphknoten, mehr als 6 cm in gro¨ßter Ausdehnung
Die pT- und pN-Kategorien stimmen mit den T- und N-Kategorien u¨berein.
Klinische M-Kategorie





pM1 Fernmetastasen mikroskopisch besta¨tigt
Die TNM-Klassifikation ist nicht unumstritten. In der Mundho¨hle infiltrieren ha¨ufig auch
kleine Tumoren benachbarte Strukturen, wie den Alveolarfortsatzknochen oder die Mundbo-
denmuskulatur. Daher werden viele Tumoren bereits als T4 und pT4 klassifiziert. Außerdem
werden wenige Lymphknoten dem Stadium N3 oder pN3 zugeordnet, da am Hals selten
Lymphknoten mit einem Durchmesser gro¨ßer 6 cm vorkommen (Howaldt et al., 1999).
Nach Bestimmung der TNM- und pTNM-Kategorien ko¨nnen diese zu Stadien zusammenge-
fasst werden:
Stadium 0 Tis N0 M0
Stadium I T1 N0 M0
Stadium II T2 N0 M0
Stadium III T1, T2 N1 M0
T3 N0, N1 M0
Stadium IVA T1, T2, T3 N2 M0
T4a N0, N1, N2 M0
Stadium IVB Jedes T N3 M0
T4b Jedes N M0
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1
Die TNM-Kategorien werden erga¨nzt durch die R-Klassifikation, die das Fehlen oder Vorhan-
densein von Residualtumoren nach Therapie beschreibt und von prognostischer Bedeutung
ist (Wittekind und Meyer, 2010). Die Definitionen der R-Klassifikation lauten:




Orale Plattenepithelkarzinome metastasieren entlang der Lymphgefa¨ße des Halses in regio-
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nale Lymphknoten. Ipsilaterale Metastasierung ist bei lateralen Tumoren die Regel. Nahe
der Mittellinie lokalisierte Tumoren metastasieren ha¨ufig in die ipsi- und kontralateralen
Halslymphknoten. Die Lymphknoten des Halses werden den sechs folgenden Levels zugeteilt
(Robbins et al., 2001):
Level I submentale und submandibula¨re Lymphknotengruppe
Level II kraniale jugula¨re Lymphknotengruppe
Level III mittlere jugula¨re Lymphknotengruppe
Level IV kaudale jugula¨re Lymphknotengruppe
Level V Lymphknotengruppe des posterioren Halsdreieckes
Level VI pra¨laryngeale, pra¨tracheale und paratracheale Lymphknotengruppe
Die Levels werden meist nacheinander befallen, Spru¨nge ko¨nnen jedoch vorkommen (Rasse,
2008; Walker et al., 2003). Klinischen Studien zufolge treten Fernmetastasen in malignen
Tumoren des Kopf- und Halsbereiches mit einer Inzidenz von 11–24% auf. Bevorzugte Lo-
kalisationen sind Lunge und Mediastinum (53%), außerdem Knochen (15%), Gesichtshaut
(7%), Zentralnervensystem (3%) und andere Organe (22%), vor allem die Leber (Spector
et al., 2009).
1.1.4 Makroskopische und mikroskopische Anatomie
In westlichen La¨ndern ist das orale Plattenepithelkarzinom am ha¨ufigsten am Mundboden,
in der retromolaren Region und an der Zunge lokalisiert und nur in weniger als 5% der Fa¨lle
an der bukkalen Mukosa (Reuther et al., 2006; Squier et al., 1986). In Indien und su¨dostasia-
tischen La¨ndern dagegen tritt das orale Plattenepithelkarzinom bevorzugt an der bukkalen
Mukosa auf (Llewellyn et al., 2001; Nagpal und Das, 2003).
In einem initialen Stadium ko¨nnen orale Plattenepithelkarzinome das klinische Bild einer
leuko- oder erythroplakischen Schleimhautvera¨nderung mit weißlichen sowie ro¨tlich-erosiven
Bezirken aufweisen. In fortgeschrittenen Tumorstadien imponieren Plattenepithelkarzinome
als exophytische oder endophytische La¨sionen. Exophytisch wachsende Plattenepithelkarzino-
me treten knotenfo¨rmig, polypo¨s, papilla¨r oder warzenfo¨rmig in Erscheinung. In Abha¨ngigkeit
des epithelialen Differenzierungsgrades weisen sie eine eher ro¨tliche oder weißliche Farbe auf.
Endophytisch wachsende Plattenepithelkarzinome zeigen klinisch meist einen zentralen Ulkus
mit aufgeworfenen Ra¨ndern (Torske, 2007).
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Histopathologisch zeigen orale Plattenepithelkarzinome invasives Wachstum mit Ausbreitung
in das subepitheliale Bindegewebe und je nach Stadium in tiefere Strukturen. Das Tumor-
stroma weist u¨blicherweise ein entzu¨ndliches Infiltrat auf. Unter Beru¨cksichtigung von epithe-
lialem Keratinisierungsgrad, zellula¨rer und nuklea¨rer Pleomorphie und mitotischer Aktivita¨t
der Tumorzellen werden orale Plattenepithelkarzinome wie folgt eingeteilt (Pereira et al.,
2007; Torske, 2007).
Histopathologisches Grading





Viele histologische und klinische Varianten des oralen Plattenepithelkarzinoms existieren.
Dazu za¨hlen beispielsweise das verruko¨se und das basaloide Karzinom (Pereira et al., 2007;
Wittekind und Meyer, 2010).
1.1.5 Molekularpathologie: Onkologisch relevante Gene
1.1.5.1 Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor
Der EGFR bildet zusammen mit den Wachstumsfaktorrezeptoren ErbB2, ErbB3 und ErbB4
eine Unterfamilie der Rezeptortyrosinkinasen, die ErbB-Familie. Diese werden in vielen epi-
thelialen, mesenchymalen und neuronalen Geweben exprimiert (Olayioye et al., 2000).
EGFR ist sowohl an normaler zellula¨rer Entwicklung als auch an verschiedenen pathophy-
siologischen Prozessen maßgeblich beteiligt. Er spielt eine wichtige Rolle bei zellula¨rer Proli-
feration und Differenzierung (Prenzel et al., 2001), aber auch bei Tumoren (Arteaga, 2002)
sowie bei entzu¨ndlichen Prozessen (Mascia et al., 2003).
Struktur EGFR ist ein Transmembranglykoprotein mit einem Molekulargewicht von 170
kDa. Er besteht aus 1186 Aminosa¨uren und weist drei funktionelle Doma¨nen auf (Ullrich
et al., 1984).
Die extrazellula¨re Doma¨ne umfasst 621 Aminosa¨uren und besteht aus zwei Cystein-reichen
Regionen sowie zwei Liganden-bindenden Regionen (Ward et al., 1995). Die hydrophobe
transmembrana¨re Doma¨ne umfasst die Aminosa¨uren 622 bis 644 und weist eine α-Helix-
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Struktur auf (Rigby et al., 1998). Die 542 Aminosa¨uren umfassende intrazellula¨re Doma¨ne
setzt sich zusammen aus einer juxtamembrana¨ren Region, einer katalytischen Tyrosinkina-
sedoma¨ne sowie einem regulatorischen C-terminalen Segment (He et al., 2002; Hobert et al.,
1997).
Lokalisation EGFR ist in Epithelzellen mit polarisiertem Zellaufbau vorwiegend an der
basolateralen Plasmamembran lokalisiert (Hobert et al., 1997). Etwa 40–60% der EGFR
einer Zelle liegen in Caveolae der Plasmamembran. In Abwesenheit von Liganden wird EG-
FR konstitutiv internalisiert und anschließend zur Plasmamembran zuru¨ckgefu¨hrt, so dass
zellspezifisch eine dynamische Verteilung zwischen Plasmamembran und intrazellula¨ren Kom-
partimenten resultiert (Burke und Wiley, 1999; Kuwada et al., 1998; Wiley, 2003).
Liganden Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) ist ein Protein aus 53 Aminosa¨uren und
besitzt ein Molekulargewicht von etwa 6 kDa. Er bindet mit hoher Affinita¨t an den EGFR
(Salomon et al., 1995). Die Wachstumsfaktoren Transforming Growth Factor-α (TGF-α),
Amphiregulin, Betacellulin, Epiregulin und Heparin-binding EGF-like Growth Factor (HB-
EGF) aktivieren ebenfalls den EGFR (Toyoda et al., 1997; Shoyab et al., 1989; Marquardt
et al., 1983; Higashiyama et al., 1991; Shing et al., 1993). Alle Liganden des EGFR werden
als glykosylierte, integrale Membranvorla¨uferproteine synthetisiert und nach proteolytischer
Spaltung durch Matrixmetalloproteinasen von der Zelloberfla¨che freigegeben (Dong und Wi-
ley, 2000). Den Liganden gemeinsam ist das sogenannte EGF-Motiv mit sechs konservierten
Cysteinresten, die drei intramolekulare Disulfidbru¨cken ausbilden (Groenen et al., 1997).
Funktionsweise Die Bindung eines Liganden an den EGFR kommt zustande durch hydro-
phobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbru¨ckenbindungen, van-der-Waals-Kra¨fte und Ionen-
bindungen zwischen Aminosa¨ureresten des Liganden und den Liganden-bindenden Doma¨nen
des Rezeptors (Garrett et al., 2002; Ogiso et al., 2002). Die Bindung induziert Konformations-
a¨nderungen in der extrazellula¨ren Doma¨ne und ermo¨glicht darauf folgend eine Rezeptordime-
risierung (Chantry, 1995; Garrett et al., 2002; Ge et al., 2002). Sowohl Homodimere zwischen
zwei aktivierten EGFR als auch Heterodimere zwischen einem aktivierten EGFR und einem
anderen ErbB-Rezeptor bilden sich (Chantry, 1995; Tanner und Kyte, 1999). Die Dimeri-
sierung fu¨hrt zur intermolekularen Autophosphorylierung an spezifischen Tyrosinresten im
C-terminalen Segment (Honegger et al., 1990; Lemmon et al., 1997). Die phosphorylierten
Tyrosinreste dienen verschiedenen intrazellula¨ren Signal- und Adapterproteinen sowie Enzy-
men mit SH2- oder PTB-Doma¨nen als Bindungsstellen (Schlessinger und Ullrich, 1992).
Die aktivierten EGF/EGFR-Komplexe werden endozytiert und in Lysosomen abgebaut (Lev-
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kowitz et al., 1998, 1999). Die TGF-α/EGFR-Komplexe dagegen dissoziieren im sauren Milieu
der endosomalen Kompartimente und EGFR wird zur Zelloberfla¨che zuru¨ckgefu¨hrt. Heterdi-
mere mit anderen ErbB-Rezeptoren, insbesondere mit ErbB-2, werden wesentlich langsamer
internalisiert und die Rezeptoren vermehrt zur Plasmamembran zuru¨cktransportiert, so dass
die Wirkung mitogener Signale versta¨rkt wird (Carpenter, 2000; Lenferink et al., 1998; Wor-
thylake et al., 1999).
Signalkaskaden Je nach gebundenen Adapter- und Effektorproteinen werden verschiedene
intrazellula¨re Signalkaskaden eingeleitet. Am Ende der Signalkaskaden steht die Steigerung
der Translation und Transkription von Genen, deren Produkte die Zellproliferation und das
Zellwachstum sowie die Migration und die Angiogenese fo¨rdern und die Apoptose verhindern
(Olayioye et al., 2000).
Die Mitogen activated protein kinase (MAPK)-Signalkaskade geho¨rt zu den Signalkaskaden,
die durch EGFR aktiviert werden. U¨ber Zwischenstufen werden verschiedene MAP-Kinasen
stimuliert. Dazu za¨hlen u.a. die Extracellular regulated kinase 1 und 2 (ERK1 und 2), p38
sowie die Jun N-terminal kinase (JNK) (Prenzel et al., 2001). Die Transkriptionsfaktoren
ERK1 und 2 beispielsweise werden durch Phosphorylierung aktiviert und gelangen als Dime-
re in den Zellkern. Dort aktivieren sie die Transkriptionsfaktoren c-myc, Elk-1 und c-fos, die
in Proliferations- und Wachstumsprozessen involviert sind (Cobb, 1999).
Auch die Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) wird durch EGFR aktiviert. Die regulato-
rische Untereinheit bindet u¨ber ein zwischengeschaltetes Protein an EGFR. Die katalyti-
sche Untereinheit ermo¨glicht daraufhin die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-(4,5)-
phosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-(3,4,5)-phosphat (PIP3), das Proteine mit PH-
Doma¨nen zur Zellmembran rekrutiert und aktiviert. Zu diesen za¨hlt die Serin-Threoninki-
nase Akt. Akt wirkt antiapoptotisch, in dem es verschiedene, an der Apoptose beteiligte
Proteine phosphoryliert und inaktiviert. Akt hemmt indirekt den Inhibitor von NF-κB, um
so die NF-κB vermittelte Genexpression zu unterstu¨tzen. Weiterhin inaktiviert Akt die Gly-
kogensynthasekinase 3 und verhindert damit den Abbau von Cyclin D1 und c-myc. Dadurch
wird das Fortschreiten des Zellzyklus von der G1- in die S-Phase begu¨nstigt (Kandel und
Hay, 1999; Prenzel et al., 2001; Vivanco und Sawyers, 2002).
Die Phospholipase C (PLC) bindet mit einer SH-Bindungsdoma¨ne an EGFR und wird ak-
tiviert. Die PLC hydrolysiert Phosphatidylinositol-(4,5)-phosphat (PIP2) zu Inositol-(1,4,5)-
phosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 vermag Ca2+ aus dem endoplasmatischen
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Retikulum freizusetzen und dadurch Enzyme zu aktivieren. DAG dagegen aktiviert die Prote-
inkinase C und damit indirekt den Transkriptionsfaktor NF-κB (Wahl und Carpenter, 1991).
Auch die Transkriptionsfaktoren der Signal transducers and activators of transcription (STAT)-
Familie sind Substrate des EGFR und werden durch Phosphorylierung eines Tyrosinrestes
aktiviert. Sie werden als aktive Dimere in den Zellkern transloziert und stimulieren nach Bin-
dung an spezifische DNA-Elemente die Gentranskription (Bromberg et al., 1999; Egloff und
Grandis, 2008).
Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor in malignen Tumoren Eine erho¨hte Aktivita¨t des
EGFR wurde in verschiedenen malignen Tumoren nachgewiesen, wozu auch orale Plattene-
pithelkarzinome geho¨ren. Die u¨berma¨ßige Aktivierung des EGFR geht einher mit erho¨hter
Proliferation, Angiogenese sowie Migration, Invasion und Metastasierung. Apoptosemecha-
nismen werden unterdru¨ckt (Arteaga, 2002; Harari, 2004). Die Aktivita¨tssteigerung kann aus
einer erho¨hten Genexpression von EGFR, aus Genmutationen mit dauerhafter Aktivierung
des Rezeptors oder aus autokrinen Stimulationsmechanismen bei Coexpression von Wachs-
tumsfaktorgenen resultieren (Prenzel et al., 2001).
Ursache einer U¨berexpression sind meist Genamplifikationen, aber auch Promoteralterationen
oder intragenetische Mutationen kommen vor (Salomon et al., 1995; Shintani et al., 1999).
Dabei korreliert die erho¨hte Genexpression von EGFR in epidermalen Plattenepithelkarzi-
nomzellen mit einer erho¨hten Rezidivwahrscheinlichkeit sowie mit einer erho¨hten Resistenz
gegenu¨ber Chemo- und Radiotherapie und somit einer schlechten Prognose (Grandis et al.,
1998; Merlano und Occelli, 2007). In Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereiches
lassen sich erho¨hte Genexpressionsraten von EGFR nicht nur im Tumorgewebe, sondern auch
in dysplastischen Geweben und in histologisch normaler Mukosa nachweisen. Dies erlaubt ei-
nerseits auf ein fru¨hes Ereignis in der Tumorgenese zu schließen und ko¨nnte andererseits die
hohe Inzidenz von sekunda¨ren Prima¨rtumoren im oberen Aerodigestivtrakt bei diesen Pati-
enten erkla¨ren (Ang et al., 2004; Grandis et al., 1998).
Mutationen im Sinne von Deletionen konnten in einer Vielzahl von Tumoren nachgewiesen
werden, insbesondere in Glioblastomen, nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen, Mammakarzi-
nomen sowie in Ovarialkarzinomen. Die Deletionen treten innerhalb der die extrazellula¨re
N-terminale oder die intrazellula¨re C-terminale Doma¨ne kodierenden Genabschnitte auf und
fu¨hren zu einer ligandenunabha¨ngigen und damit konstitutiven Aktivierung des Rezeptors.
Der am besten charakterisierte und ha¨ufigste Mutant des EGFR in humanen Tumorerkran-
kungen ist der EGFR VIII. Diesem Rezeptor fehlen die Exons 2 bis 7 sowie die Aminosa¨uren
6 bis 273 (801bp) in der extrazellula¨ren Doma¨ne (Prenzel et al., 2001; Voldborg et al., 1997).
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Auch in Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereiches kommt dieser trunkierte Re-
zeptor vor (Gold et al., 2009).
Dauerhafte Aktivierung des EGFR geht ha¨ufig einher mit autokriner Stimulation und Coex-
pression von Rezeptor und Wachstumsfaktor (Arteaga, 2002).
Auch das Gen der Rezeptortyrosinkinase ErbB-2 ist ein Protoonkogen, dessen erho¨hte Ex-
pression in Tumoren mehrfach nachgewiesen werden konnte. Die Bildung von Heterodimeren
mit ErbB-2 versta¨rkt die Rezeptorfunktion, und zwar durch erho¨hte Bindungsaffinita¨t zu Li-
ganden, verminderte Dissoziation der Liganden, Ru¨cktransport der endozytierten Rezeptoren
an die Zelloberfla¨che und ein breiteres Spektrum an Signalmoleku¨len und -kaskaden (Jones
et al., 1999; Karunagaran et al., 1996; Worthylake et al., 1999). Der ErbB-2 besitzt außerdem
eine außergewo¨hnlich hohe Tyrosinkinaseaktivita¨t (Tzahar et al., 1996).
Auch Komponenten der intrazellula¨ren Signalkaskaden des EGFR ko¨nnen in Tumorerkran-
kungen fehlreguliert sein. Negative Feedbackschleifen beispielsweise sind in Tumorzellen in-
aktiv. In verschiedenen humanen Tumoren wurden Mutationen nachgewiesen, die die Pro-
teinkinase Akt und die katalytische Untereinheit der PI3K aktivieren (Egloff und Grandis,
2008). Nicht zuletzt ko¨nnen auch Mutationen in einem der Ras-Gene, HRas, NRas oder KRas,
zu dauerhafter Stimulation der MAPK-Signalkaskade fu¨hren und wurden in vielen humanen
Tumoren nachgewiesen (Montagut und Settleman, 2009).
1.1.5.2 Defensine
Defensine sind positiv geladene antimikrobielle Peptide mit einem Molekulargewicht von 3
bis 5 kDa (Ganz et al., 1985; Selsted et al., 1985). Sie sind Bestandteil des angeborenen
Immunsystems und zeigen in vitro ein breites Wirkungsspektrum gegen grampositive und
gramnegative Bakterien, einige Pilze und lipidumhu¨llte Viren (Daher et al., 1986; Ganz et al.,
1985; Harder et al., 1997; Joly et al., 2004; Quin˜ones-Mateu et al., 2003).
Defensine besitzen 29 bis 42 Aminosa¨uren und weisen als gemeinsames Strukturmerkmal
eine dreistra¨ngige antiparallele β-Faltblattstruktur auf, die durch drei intramolekulare Di-
sulfidbru¨cken zwischen sechs Cysteinresten stabilisiert wird (Hill et al., 1991; Hoover et al.,
2000; Zimmermann et al., 1995). Aufgrund von Unterschieden in der Prima¨rstruktur und der
Anordnung der Disulfidbru¨cken werden α- und β-Defensine unterschieden. Beim Menschen
sind sechs α-Defensine und vier β-Defensine charakterisiert worden, wobei wahrscheinlich
weitere Gene der humanen β-Defensine existieren (Schutte et al., 2002; Yamaguchi et al.,
2002).
Die antimikrobielle Wirkung der Defensine beruht auf ihrer Fa¨higkeit zur Destruktion von
Membranstrukturen. Diese kommt durch ihre positive Ladung und amphipathische Struktur
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mit polaren und hydrophilen Oberfla¨chen zustande. Die Defensine binden zuna¨chst an die
zytoplasmatische Membran von Mikroorganismen – unter dem Einfluss des Transmembran-
potentials und elektrostatischer Kra¨fte. Sie inserieren und aggregieren in der Membran zu
multimeren Poren oder spannungsabha¨ngigen Kana¨len (Fujii et al., 1993; Hill et al., 1991;
Kagan et al., 1990). Als weiterer Wirkmechanismus sind elektrostatische Wechselwirkungen,
a¨hnlich einem Detergens, zwischen den positiv geladenen Defensinen und der negativ ge-
ladenen Zielmembran beschrieben, die zur Membranpermeabilisation fu¨hren (Hoover et al.,
2000).
α-Defensine Die α-Defensine DEFA1 bis DEFA4 sind in den azurophilen Granula neu-
trophiler Granulozyten lokalisiert und stehen diesen als Teil der nicht-oxidativen Abwehr
bereit (Ganz et al., 1985; Wilde et al., 1989). Auch in Monozyten und natu¨rlichen Killer-
zellen wurden DEFA1 bis DEFA4 gefunden. Sie wirken entweder intrazellula¨r nach Fusion
der Granula mit Phagolysosomen oder werden nach extrazellula¨r abgegeben. Die α-Defensine
werden konstitutiv im Knochenmark in den Promyelozyten und Myelozyten, Vorla¨uferzellen
der neutrophilen Granulozyten, gebildet (Arnljots et al., 1998; Valore und Ganz, 1992). In den
Panethzellen des Du¨nndarms sowie in Epithelzellen des weiblichen Urogenitaltraktes kommen
zwei weitere α-Defensine, HD-5 und HD-6, vor (Jones und Bevins, 1992, 1993; Quayle et al.,
1998).
Neben antimikrobiellen Eigenschaften besitzen DEFA1 und DEFA2 chemotaktische Wir-
kung auf CD8+ und naive CD4+ T-Lymphozyten, Monozyten und unreife dendritische Zel-
len (Chertov et al., 1996; Territo et al., 1989; Yang et al., 2000). Sie stimulieren außerdem
die Degranulation von Mastzellen mit Sekretion von Histamin und regulieren die Komple-
mentaktivierung (Befus et al., 1999; Proha´szka et al., 1997). Dadurch sind angeborenes und
erworbenes Immunsystem miteinander verbunden.
Die α-Defensine besitzen daru¨ber hinaus konzentrationsabha¨ngig eine zytotoxische Wirkung
auf eukaryotische Zellen (Lundy et al., 2004).
β-Defensine Humane β-Defensine werden in verschiedenen epithelialen Geweben syntheti-
siert. Die Synthese des humanen β-Defensins 1 (hBD-1) ist in Niere, Pankreas und weiblichem
Reproduktionstrakt, aber auch in Darm, Respirationstrakt und Keratinozyten der Gesichts-
haut nachgewiesen (Bensch et al., 1995; Fulton et al., 1997; Goldman et al., 1997; O’Neil
et al., 1999; Valore et al., 1998). In der Mundho¨hle wird hBD-1 in Epithelzellen der Speichel-
dru¨sen, Zunge, Gingiva und bukkalen Mukosa gebildet (Bonass et al., 1999; Dunsche et al.,
2001; Krisanaprakornkit et al., 1998; Sahasrabudhe et al., 2000). Die Genexpression erfolgt
konstitutiv. Zusa¨tzlich kann die Synthese von hBD-1 in Keratinozyten und oralen Epithelzel-
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len durch mikrobielle Stimuli sowie durch Mitbeteiligung von Lymphozyten und Monozyten
stimuliert werden (Sahasrabudhe et al., 2000; Sørensen et al., 2005; Vankeerberghen et al.,
2005).
Im Gegensatz zur ubiquita¨ren Synthese von hBD-1 werden das humane β-Defensin 2 (hBD-
2) und das humane β-Defensin 3 (hBD-3) vorwiegend in Keratinozyten der Gesichtshaut
sowie in Epithelzellen der Mundho¨hle und des Respirationstraktes gebildet (Bals et al., 1998;
Dunsche et al., 2002; Harder et al., 1997). Die Synthese wird durch kommensale und pa-
thogene Mikroorganismen sowie durch proinflammatorische Zytokine wie IL-1β und TNF-α
induziert. Ohne entzu¨ndliche oder mikrobielle Stimuli ist die Synthese gering oder nicht nach-
weisbar (Garc´ıa et al., 2001b; Harder et al., 2000, 2001; Liu et al., 2002). Die Genexpression
von hBD-2 wird je nach Gewebe und Stimuli u¨ber verschiedene Signalkaskaden reguliert. Eine
Mitbeteiligung von Toll-like-Rezeptoren wird diskutiert (Froy, 2005). Die Promoterregion des
hBD-2-Gens besitzt mehrere potentielle Bindungsstellen fu¨r Transkriptionsfaktoren (Harder
et al., 2000; Liu et al., 1998). In Darmepithel und Trachea ist die Aktivierung von NF-κB
involviert, in gingivalen Epithelzellen spielen mo¨glicherweise die MAPK-Signalkaskade und
das Activating enhancer binding protein 1 (AP-1) eine Rolle bei der Genexpression (O’Neil
et al., 1999; Becker et al., 2000; Krisanaprakornkit et al., 2002). In Keratinozyten konnte ei-
ne Genexpressionssteigerung von hBD-3 u¨ber die Transaktivierung von EGFR nachgewiesen
werden (Sørensen et al., 2003, 2005).
HBD-1 wirkt gegen gramnegative Bakterien und begrenzt gegen grampositive Bakterien,
nicht jedoch gegen Pilze und Viren (Valore et al., 1998). Die antimikrobielle Wirkung ist
im Vergleich zu hBD-2 und -3 gering. Jedoch weist hBD-1 eine starke zytotoxische Wirkung
auf humane Zellen auf (Donald et al., 2003). HBD-2 besitzt einen bakteriziden Effekt auf
gramnegative Bakterien wie Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli, antimykotisches
Potenzial gegen Candida albicans und einen schwachen bakteriostatischen Effekt auf gram-
positive Bakterien (Bals et al., 1998; Harder et al., 1997; Liu et al., 2002). Im Vergleich zu
hBD-1 und -2 zeigt hBD-3 ein breiteres Wirkungsspektrum gegenu¨ber pathogenen Mikroor-
ganismen und eine effektivere antimikrobielle Aktivita¨t (Joly et al., 2004).
Auch humane β-Defensine stellen eine Verbindung zwischen angeborenem und erworbenem
Immunsystem her. Studien, die die chemotaktische Rolle der humanen Defensine thema-
tisieren, kommen jedoch zu kontroversen Ergebnissen. Yang et al. zeigten chemotaktische
Aktivita¨t von hBD-1 und -2 auf unreife dendritische Zellen und CD4+ T-Geda¨chtniszellen.
Die immunmodulatorische Wirkung fu¨hrten sie auf eine Beteiligung des Chemokinrezeptors
CCR6 auf Zellen der adaptiven Immunabwehr zuru¨ck (Yang et al., 1999). Niyonsaba et al.
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fanden eine zusa¨tzliche chemotaktische Wirkung von hBD-2 auf neutrophile Granulozyten
(Niyonsaba et al., 2004). HBD-3 rekrutiert ferner Monozyten als Zellen der angeborenen Im-
munantwort zum Infektionsort (Garc´ıa et al., 2001a; Wu et al., 2003). Soruri et al. dagegen
fanden eine chemotaktische Wirkung der humanen hBD-1 bis -4 auf Makrophagen und Mast-
zellen, nicht aber auf T-Geda¨chtniszellen oder dendritische Zellen. Ferner konnten sie keine
funktionelle Beteiligung des Rezeptors CCR6 besta¨tigen (Soruri et al., 2007).
Defensine in Tumoren Vera¨nderte Expressionsmuster der Gene der humanen β-Defensine
konnten in verschiedenen epithelialen Tumoren nachgewiesen werden. Ein tumorspezifischer
Verlust oder zumindest eine Verminderung der Genexpression von hBD-1 wurde sowohl in
oralen Plattenepithelkarzinomen als auch in Nieren- und Prostatakarzinomen sowie in Basal-
zellkarzinomen nachgewiesen (Donald et al., 2003; Gambichler et al., 2006; Wenghoefer et al.,
2008a). In pleomorphen Adenomen wurde neben einer verminderten Genexpression von hBD-
1 außerdem eine Verlagerung des hBD-1-Proteins aus dem Zytoplasma in den Nukleus der
Tumorzellen vorgefunden (Pantelis et al., 2009). Auch in malignen Speicheldru¨sentumoren
konnte eine Translokation des hBD-1-Proteins in den Nukleus der Tumorzellen gezeigt wer-
den (Wenghoefer et al., 2008b). Hier wird diskutiert, ob das hBD-1-Gen mo¨glicherweise als
Tumorsuppressorgen fungiert. Eine Beteiligung an der Transkriptionskontrolle und der Induk-
tion der Apoptose in epithelialen Tumoren wird vermutet. Polymorphismen des Promoters
wie Punktmutationen oder Autoregulation des Promoters durch Akkumulation von hBD-1 im
Zellkern ko¨nnten zur Verminderung oder zum Verlust der Genexpression von hBD-1 fu¨hren
(Sun et al., 2006; Wenghoefer et al., 2008b). Gesteigerte Genexpression von hBD-1 kann um-
gekehrt Wachstum und Ausbreitung von Prostatatumorzellen vermindern oder verhindern
(Bullard et al., 2008). Wa¨hrend exogen zugefu¨hrtes, synthetisches hBD-1 die Proliferation
von renalen Tumorzellen verhinderte, fu¨hrte endogene U¨berexpression des hBD-1-Gens in
Tumorzellen zu Caspase-3-vermittelter Apoptose (Sun et al., 2006).
Im Gegensatz zu hBD-1 konnte fu¨r hBD-2 eine erho¨hte Genexpressionsrate in Zellen gut dif-
ferenzierter oraler Plattenepithelkarzinome nachgewiesen werden (Sawaki et al., 2002). Die
Genexpression scheint dabei mit dem Differenzierungsgrad und der Keratinisierung der Plat-
tenepithelkarzinomzellen zu korrelieren (Mizukawa et al., 2000; Abiko et al., 2001).
In einer Reihe von Tumoren, wie beispielsweise in oralen Plattenepithelkarzinomen der Zunge,
konnten humane α-Defensine nachgewiesen werden. In erster Linie stammen die in Tumoren
nachgewiesenen humanen α-Defensine aus infiltrierenden neutrophilen und eosinophilen Gra-
nulozyten und werden in Ko¨rperflu¨ssigkeiten wie den Speichel sezerniert. Es konnte jedoch
auch die Genexpression in Tumorzellen selbst gezeigt werden (Droin et al., 2009). Dazu geho¨-
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ren die Zelllinien eines Nierenkarzinoms, in denen die humanen α-Defensine mo¨glicherweise
Tumorzellproliferation und Immunerkennung der Tumorzellen durch T-Zellen beeinflussen
(Mu¨ller et al., 2002).
1.1.5.3 S100 Proteine
Die Familie der S100 Proteine besteht aus 25 eng miteinander verwandten Proteinen mit ei-
nem Molekulargewicht von 9–13 kDa. Die Gene sind u¨berwiegend auf Chromosom 1q21 loka-
lisiert, u.a. im epidermalen Differenzierungskomplex (Sapkota et al., 2008). Neben strukturel-
len und evolutiona¨ren Gemeinsamkeiten unterscheiden sich die S100 Proteine hinsichtlich in-
trazellula¨rer Lokalisation, Genexpression und Transkriptionskontrolle (Fernandez-Fernandez
et al., 2005).
Als gemeinsames Strukturmerkmal besitzen S100 Proteine zwei Calcium-bindende Helix-
Loop-Helix-Motive (EF-Hand), eine zentrale Scharnierregion variabler La¨nge sowie eine C-
und N-terminale Doma¨ne. Die C-terminale Doma¨ne variiert unter den S100 Proteinen und
ist vermutlich fu¨r die selektive Bindung spezifischer Zielproteine verantwortlich. Intrazellula¨r
bilden die S100 Proteine antiparallele Hetero- und Homodimere. Die Bindung von Calciu-
mionen lo¨st eine Konformationsa¨nderung aus, die die Bindung eines Zielproteins im Bereich
der C-terminalen Doma¨ne erlaubt. Es entsteht ein Heterotetramer aus zwei S100 Proteinen
und zwei Zielproteinen (Eckert et al., 2004).
Die S100 Proteine sind an der Regulation verschiedener biologischer Prozesse und Signaltrans-
duktionswege beteiligt, die u.a. Proteinphosphorylierung, Zellwachstum, Zellzyklusregulati-
on, Transkription, Differenzierung und Apoptose betreffen. Die meisten dieser Prozesse sind
Calcium-abha¨ngig. Außerdem werden einige S100 Proteine nach extrazellula¨r sezerniert und
beeinflussen dort neuronales Wachstum und Leukozytenchemotaxis (Sapkota et al., 2008).
S100A7 S100A7 ist im Zytoplasma und Zellkern von epidermalen Basalzellen sowie in der
Zellperipherie nahe der Plasmamembran von epidermalen Stachelzellen lokalisiert. Außerdem
wird S100A7 teilweise in den Extrazellula¨rraum sezerniert (Broome et al., 2003). Die Gen-
expression in Keratinozyten kann induziert werden durch Retinolsa¨ure, Calcium, UV-Licht,
DNA-scha¨digende Substanzen, Verlust der Zelladha¨sion an extrazellula¨re Matrix sowie durch
Wachstumsfaktorentzug. Außerdem korreliert die Genexpression mit dem Differenzierungs-
grad der Keratinozyten (Zhou et al., 2008). Auch in oralen epithelialen Zellen der Gingiva
und der Zunge konnte die Genexpression von S100A7 demonstriert werden (Eberhard et al.,
2008; Meyer et al., 2008).
S100A7 zeigt chemotaktische Wirkung auf CD4+ Lymphozyten und neutrophile Granulozy-
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ten (Jinquan et al., 1996). Außerdem besitzt S100A7 antimikrobielle Aktivita¨t gegen Esche-
richia coli (Gla¨ser et al., 2005).
Erho¨hte Genexpression von S100A7 ist in psoriatischem Gewebe sowie verschiedenen ande-
ren entzu¨ndlichen und hyperproliferativen Erkrankungen der Epidermis nachweisbar, u.a. in
atopischer Dermatitis und entzu¨ndlichem Lichen sclerosus und atrophicus. Auch in epithelia-
len oralen Tumoren sowie in Plattenepithelkarzinomen der Gesichtshaut, wurde eine erho¨hte
Genexpression von S100A7 gefunden (Eckert et al., 2004; Zhou et al., 2008).
Erho¨hte Genexpression korrelierte mit nicht invasivem Wachstum, einem hohen Differen-
zierungsgrad und einem fru¨hen Tumorstadium, so dass postuliert wird, dass S100A7 die
Funktion eines Tumorsuppressors innehat (Zhou et al., 2008). Die erho¨hte Genexpression in
pra¨malignen und hoch differenzierten Plattenepithelkarzinomen ist vermutlich als initialer
Abwehrmechanismus zu verstehen: S100A7 verhindert Tumorzellproliferation in vitro, fo¨r-
dert Zelldifferenzierung und unterdru¨ckt Tumorwachstum und Invasion in vivo. Dies wird
beispielsweise u¨ber die Wnt/β-Catenin-Signalkaskade sowie die Expression des β-Catenin-
Zielproteins c-myc vermittelt. Umgekehrt ko¨nnen aber auch β-Catenin-Signale die Genexpres-
sion von S100A7 verhindern. Wenn im Laufe der Tumorgenese durch aktivierte β-Catenin-
Signale oder andere unbekannte Mechanismen die erho¨hte Genexpression von S100A7 verlo-
ren geht, werden Tumorwachstum und Invasion entfesselt. Dementsprechend lag verminderte
oder keine Genexpression in gering differenzierten, fortgeschrittenen und invasiven Plattene-
pithelkarzinomen vor (Kesting et al., 2009; Zhou et al., 2008).
S100A4 S100A4 kann in Haarfollikelzellen nachgewiesen werden, im Gegensatz zu S100A7
jedoch nicht in epidermalen Basalzellen. S100A4 wird ebenso wie S100A7 nach extrazellula¨r
sezerniert (Boye et al., 2008; Uozumi et al., 2000).
In verschiedenen Tumoren wie O¨sophagus-, Kolon- und Mammakarzinomen und auch in ora-
len Plattenepithelkarzinomen ist eine erho¨hte Genexpression von S100A4 nachweisbar. Die
Genexpression korreliert mit versta¨rkter Metastasierung und Invasion, reduzierter Expression
von E-Cadherin und schlechter Prognose (Moriyama-Kita et al., 2004).
S100A4 beeinflusst tumorspezifische Funktionen wie Tumorzellmotilita¨t, Apoptose und An-
giogenese durch Wechselwirkung mit verschiedenen intra- und extrazellula¨ren Proteinen so-
wie die Genexpression von Matrixmetalloproteinasen und deren Inhibitoren (Elenjord et al.,
2008). Durch Bindung an das Tumorsuppressorprotein p53 inhibiert S100A4 die Bildung von
Tetrameren und beeinflusst dadurch die intrazellula¨re Lokalisation von p53-Protein und des-
sen Aktivita¨t (Fernandez-Fernandez et al., 2005; Grigorian et al., 2001; Kesting et al., 2009).
Extrazellula¨res S100A4 aktiviert in einigen Tumorzelllinien außerdem den Transkriptionsfak-
tor NF-κB, der in Tumorprogression und -metastasierung involviert ist, sowie die JNK, deren
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Aktivierung zur Stimulation des programmierten Zelltodes fu¨hrt (Boye et al., 2008).
Die Regulation der Genexpression von S100A4 ist ein komplexer Mechanismus, der nur in
Teilen verstanden ist. Beteiligt zu sein scheint hierbei der Methylierungszustand der DNA.
Bei Hypomethylierung wurde eine erho¨hte, bei Hypermethylierung eine verminderte Genex-
pression von S100A4 gefunden (Uozumi et al., 2000).
1.1.5.4 Doc-1
Das Tumorsuppressorgen Deleted in oral cancer-1 (Doc-1) kodiert ein aus 115 Aminosa¨uren
bestehendes Polypeptid. Seine verminderte oder fehlende Expression wurde in verschiedenen
Tumorerkrankungen, auch in oralen Plattenepithelkarzinomen, nachgewiesen. Das synthe-
tisierte Polypeptid blockiert den Zellzyklus in der G1-Phase und verhindert so die DNA-
Replikation. Die Wirkung erfolgt durch direkte Wechselwirkung mit der DNA-Polymerase-
α:Primase oder durch Verhinderung der CDK2-vermittelten Phosphorylierung der Primase.
Dazu bindet das Peptid spezifisch an die monomere, inaktive Form der CDK2 und fu¨hrt
die aktive Form der CDK2 der Proteolyse zu (Shintani et al., 2000, 2001). Die Expressi-
on von Doc-1 erfolgt in normalen oralen Keratinozyten vermutlich zellzyklusabha¨ngig, mit
der ho¨chsten Expressionsrate in der S-Phase. Reduzierte Expression in oralen Tumorerkran-
kungen korreliert mit erho¨hter Invasivita¨t, erho¨htem Risiko an Lymphknotenmetastasen und
reduzierter 10-Jahres-U¨berlebensrate.
1.1.5.5 Ki67
Ki67 ist ein Zellkernprotein, das ausschließlich in proliferierenden Zellen exprimiert wird. Die
Genexpression von Ki67 nimmt von der spa¨ten G1-Phase bis zur G2-Phase stetig zu. In der
Mitosephase wird eine maximale Genexpressionsrate erreicht. Nach Beendigung der Mitose-
phase nimmt die Nachweisbarkeit von Ki67 jedoch wieder ab (Gerdes et al., 1984; Sasaki et al.,
1987). In einer Zelle, die den Zellzyklus verla¨sst und in die Ruhe- oder Differenzierungsphase
eintritt, wird das Antigen Ki67 abgebaut und nicht neu synthetisiert. Tritt diese Zelle jedoch
wieder in den Zellzyklus ein, so wird Ki67 ab der spa¨ten G1-Phase erneut nachweisbar. Ne-
ben der Genexpressionsrate varriiert wa¨hrend des Zellzyklus auch die Lokalisation von Ki67.
Wa¨hrend der Interphase befindet sich Ki67 im Nukleus, in der Mitosephase ist Ki67 dagegen
u¨berwiegend auf den Chromosomen lokalisiert (Scholzen und Gerdes, 2000).
Antiko¨rper gegen Ki67 werden diagnostisch als Proliferationsmarker genutzt, mit dessen Hilfe
sich die Wachstumsfraktion sowohl von normalen als auch von Tumorzellen bestimmen la¨sst.
In vielen Tumorerkrankungen besitzt die Bestimmung des prozentualen Anteils Ki67 synthe-
tisierender Zellen prognostische Aussagekraft. Die erho¨hte Genexpression von Ki67 korreliert
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in oralen Plattenepithelkarzinomen mit einem geringen Differenzierungsgrad, erho¨hter Inva-
sivita¨t und fortgeschrittenem Tumorstadium (Ritta` et al., 2009; Vieira et al., 2008).
1.1.6 Therapie
In Abha¨ngigkeit des pra¨therapeutischen Tumorstagings nach der TNM-Klassifikation wird
das therapeutische Vorgehen gewa¨hlt. Grundsa¨tzlich gilt im Deutsch-O¨sterreichisch-Schwei-
zerischen Arbeitskreis fu¨r Tumoren im Kiefer- und Gesichtsbereich (DO¨SAK) die radikale
Operation als Therapie erster Wahl (Howaldt et al., 2000). Ziel ist die vollsta¨ndige Entfer-
nung des Prima¨rtumors im Block mit einem Sicherheitsabstand von 1 cm im Gesunden. Die
Tumorresektion wird mit einer elektiven ein- oder beidseitigen Neck Dissection kombiniert,
bei der die Halslymphknoten in Level I bis III ausgera¨umt werden. Bei pra¨operativ suspek-
tem Lymphknotenbefund oder positivem intraoperativem Befund werden die Lymphknoten
in Level I bis V entfernt (Rasse, 2008; Schultze et al., 2006).
In den Tumorstadien I und II wird die radikale Operation alleine oder in Kombination mit
einer Radiotherapie durchgefu¨hrt. Indikationen fu¨r eine postoperative Radiotherapie sind R1-
und R2-Resektionen, wenn keine Mo¨glichkeit zur kurativen R0-Resektion besteht, Lymph-
knotenmetastasen pN2 oder pN3 sowie die Prima¨rtumorausdehnung pT4.
Zur Therapie lokal fortgeschrittener Tumoren in den Stadien III bis IV B empfiehlt der
DO¨SAK eine pra¨operative Radio-Chemotherapie und eine anschließende Radikaloperation
des Prima¨rtumors und der regiona¨ren Halslymphknoten. Die Radiotherapie erfolgt perku-
tan und umfasst eine Gesamtdosis von 36 Gy. Die ta¨gliche Einzeldosis betra¨gt 2 Gy bei
einer konventionellen Fraktionierung von 5 x 2 Gy pro Woche. Im Rahmen der begleiten-
den Chemotherapie stehen Substanzen wie Methotrexat, Cisplatin, Carboplatin, Bleomycin
und 5-Fluorouracil als Einzelsubstanzen oder als Kombinationstherapien zur Verfu¨gung. Die
anschließende Operation erfolgt 2 bis 3 Wochen nach Beendigung der pra¨operativen Radio-
Chemotherapie. Bei einer R1-Resektion, Lymphknotenmetastasen pN2 oder Lymphknoten-
kapseldurchbruch wird die Radiotherapie bis zur Dosis von 66 bis 70 Gy fortgefu¨hrt (Schultze
et al., 2006).
Patienten im Stadium IV C sowie Rezidive werden mit chemotherapeutischen Maßnahmen
palliativ behandelt. Eine kurative Chemotherapie von oralen Plattenepithelkarzinomen steht
bisher nicht zur Verfu¨gung (Reuther et al., 2006).
Daru¨berhinaus sind Chemotherapeutika entwickelt worden, die mit der Tumorgenese asso-
ziierte Signalkaskaden blockieren sollen. Im Mittelpunkt steht dabei die Blockade des EG-
FR sowie der Komponenten seiner Signaltransduktionswege durch monoklonale Antiko¨rper
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und Tyrosinkinaseinhibitoren (Gold et al., 2009). Die monoklonalen Antiko¨rper binden an
die extrazellula¨re Liganden-bindende Doma¨ne, induzieren die Endozytose des entstandenen
Komplexes und verhindern so die Aktivierung nachgeschalteter Signalkaskaden. Cetuximab
ist bisher als einziger monoklonaler Antiko¨rper zur Therapie von Plattenepithelkarzinomen
klinisch zugelassen. Cetuximab ist in lokal oder regional fortgeschrittenen Plattenepithelkar-
zinomen des Kopf- und Halsbereiches zur Kombination mit radiotherapeutischen Maßnahmen
indiziert. In rezidivierenden und/oder metastasierenden Plattenepithelkarzinomen wird Ce-
tuximab mit konventionellen Chemotherapeutika kombiniert. In Plattenepithelkarzinomen
dagegen, die gegenu¨ber konventionellen Chemotherapeutika refrakta¨r sind, stellt Cetuximab
eine wichtige monotherapeutische Maßnahme dar (Gold et al., 2009). Tyrosinkinaseinhibito-
ren binden an die intrazellula¨re Mg-ATP-Bindungsstelle und verhindern dadurch die Auto-
phosphorylierung und die Aktivierung der Tyrosinkinase des EGFR (Harari, 2004). Die am
weitentwickeltsten, aber noch nicht zur therapeutischen Anwendung bereitstehenden Tyro-
sinkinaseinhibitoren sind Gefitinib und Erlotinib. Auch duale Tyrosinkinaseinhibitoren, die
sowohl den EGFR als auch den ErbB-2 blockieren, werden zur klinischen Anwendung gepru¨ft
(Gold et al., 2009).
1.1.7 Prognose
Die Prognose der Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom ist prima¨r abha¨ngig vom Tu-
morstadium nach der TNM-Klassifikation. Wa¨hrend die 5-Jahres-U¨berlebensrate bei Pati-
enten im Stadium I und II etwa 80% erreicht, reduziert sie sich in lokal fortgeschrittenen
Stadien (III bis IV B) auf etwa 50%. Patienten, die Metastasen und/oder Rezidive aufwei-
sen, besitzen eine 5-Jahres-U¨berlebensrate von nur etwa 25%. Tumorrezidive treten bei etwa
50% der Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom auf (Gold et al., 2009).
Ein Zusammenhang zwischen Differenzierungsgrad und Prognose wird diskutiert. Desweite-
ren haben Tumorgro¨ße, R0-Resektion sowie der Nachweis vitaler Tumorzellen in Lymphkno-
ten und im Tumorresektat einen prognostisch signifikanten Einfluss auf die U¨berlebensrate
(Reuther et al., 2006; Walker et al., 2003). Auch den Expressionen von verschiedenen Tu-
morsuppressorgenen und Onkogenen und den Konzentrationen der dann translatierten Pro-
teine wird eine prognostische Aussagekraft zugesprochen. Erho¨hte Genexpression des EGFR
beispielsweise wird mit einem fortgeschrittenem Tumorstadium und damit einer schlechten
Prognose korreliert (Merlano und Occelli, 2007).
Das Auftreten von multiplen Prima¨rtumoren im Respirations- und oberen Verdauungstrakt
als Folge der Feldkanzerisierung tra¨gt wesentlich zum Therapiemisserfolg von Plattenepi-
thelkarzinomen im Gesichts- und Halsbereich bei (Bongers et al., 1996; Rautava et al., 2008).
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1.2 Fragestellung
Orale Plattenepithelkarzinome stellen die ha¨ufigste maligne Tumorerkrankung der Mund-
ho¨hle dar (Mehrotra und Yadav, 2006). Weltweit wird von einer steigenden Inzidenz oraler
Plattenepithelkarzinome berichtet (Reuther et al., 2006). Trotz radikaler Operation des Pri-
ma¨rtumors sowie adjuvanter Radio- und Chemotherapie erreicht die 5-Jahres-U¨berlebensrate
in lokal fortgeschrittenen Tumoren nur etwa 50% (Gold et al., 2009).
Verschiedene a¨tiologische Faktoren, wie Tabak- und hoher Alkoholkonsum, sind an der Ent-
stehung von oralen Plattenepithelkarzinomen beteiligt (Reichart, 2000). Diese a¨tiologischen
Faktoren stehen in Zusammenhang mit genetischen Vera¨nderungen innerhalb einer Zelle, die
letztlich eine maligne Transformation erlauben. Eine besondere Rolle spielen dabei die Akti-
vierung von Protoonkogenen sowie die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (Todd et al.,
2002).
Das Gen des EGFR ist als Protoonkogen mit der Entstehung von oralen Plattenepithelkar-
zinomen assoziiert (Grandis und Tweardy, 1993). Die erho¨hte Genexpression und auch die
gesteigerte Aktivita¨t dieses Rezeptors wurden mehrfach in oralen Plattenepithelkarzinomen
nachgewiesen und mit fortgeschrittenem Tumorstadium, erho¨hter Resistenz gegenu¨ber Chemo-
und Radiotherapie sowie schlechter Prognose korreliert (Merlano und Occelli, 2007). Jedoch
sind die molekularen Pathomechanismen der oralen Tumorgenese nur unvollsta¨ndig verstan-
den. Mo¨glicherweise ist die erho¨hte Aktivita¨t des EGFR mit der erho¨hten Expression weiterer
onkologisch relevanter Gene oder der zusa¨tzlichen Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen
assoziiert.
Vera¨nderte Genexpressionsraten in oralen Plattenepithelkarzinomen konnten auch fu¨r huma-
ne Defensine, die S100 Proteine A7 und A4 sowie fu¨r Ki67 und den Tumorsuppressor Doc-1
demonstriert werden (Moriyama-Kita et al., 2004; Ritta` et al., 2009; Sawaki et al., 2002;
Shintani et al., 2001; Wenghoefer et al., 2008b; Zhou et al., 2008). Parallelen zu der erho¨hten
Genexpression und Aktivita¨t des EGFR existieren hinsichtlich der assoziierten Tumorcharak-
teristika und der funktionellen Bedeutung: Die erho¨hten oder verminderten Genexpressionen
wurden teilweise in Beziehung zu fortgeschrittenem Tumorstadium, Differenzierungsgrad der
Tumorzellen und schlechter Prognose oraler Plattenepithelkarzinome gesetzt (Abiko et al.,
2001; Elenjord et al., 2008; Kesting et al., 2009; Vieira et al., 2008). Ein Einfluss auf tu-
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morspezifische Funktionen wie Apoptose, Metastasierung oder Angiogenese wird vermutet
(Elenjord et al., 2008; Wenghoefer et al., 2008b; Zhou et al., 2008). Auf welche Weise die
genannten Genexpressionsa¨nderungen induziert werden, ist jedoch unklar. Mo¨glicherweise
besteht ein Zusammenhang zu Signalwegen des EGFR: Die Beteiligung von Transkriptions-
faktoren, die auch Komponenten der EGFR-Signalkaskaden sind, wird diskutiert (Liu et al.,
1998; Sherman und Froy, 2008). Ein Einfluss von EGF auf die Genexpression von S100A7
und hBD-3 konnte in oralen Plattenepithelkarzinomzellen gezeigt werden (Kawsar et al.,
2009; Miyazaki et al., 2006).
Ein weiteres Verstehen der molekularpathologischen Mechanismen oraler Plattenepithelkarzi-
nome ist sowohl zur Verbesserung prognostischer Aussagen als auch fu¨r die Weiterentwicklung
von Chemotherapeutika und damit letztlich fu¨r eine Erho¨hung der U¨berlebensraten essentiell.
Vor diesem Hintergrund soll in der vorliegenden Arbeit die Expression der genannten onko-
logisch relevanten Gene unter dem Einfluss des EGF, einem Liganden des EGFR, untersucht
werden. Hierzu sollen folgende Teilfragestellungen bearbeitet werden:
1. Ist die Genexpression von DEFA1 und DEFA4 sowie von hBD-1, -2 und -3 durch EGF
in der BHY-Plattenepithelkarzinomzelllinie beeinflussbar?
2. Hat die Stimulation von BHY-Plattenepithelkarzinomzellen mit EGF einen Einfluss auf
die Genexpression von S100A7 und S100A4?
3. Ist die Expression von Doc-1 sowie die Genexpression von Ki67 in BHY-Plattenepithel-
karzinomzellen durch EGF beeinflussbar?
4. Wie vera¨ndert sich die Genexpression von EGF und EGFR in BHY-Plattenepithelkar-
zinomzellen durch Stimulation mit EGF?
5. Welchen Einfluss hat die Zeitdauer der Stimulation mit EGF auf die Genexpression der
genannten Zielgene in BHY-Plattenepithelkarzinomzellen?
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2 Material und Methoden
2.1 Material und Reagenzien
Die Kulturschalen (35mm Durchmesser, 10mm Ho¨he) und Zellschaber stammten von der Fa.
Labomedic GmBH (Bonn). Das Zellkulturmedium Ham’s F12 Medium sowie die Antibiotika
Penicillin, Streptomycin und Amphotericin waren von der Fa. PAA Laboratories GmbH (Co¨-
lbe). Die Trypsin-EDTA-Lo¨sung wurde von der Fa. Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen), der
Trypsininhibitor von der Fa. Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) und das CO2 von der Fa.
Linde (Ho¨llriegelskreuth) erworben. Der rekombinante humane epidermale Wachstumsfaktor
(rhEGF) war von der Fa. Promokine (Heidelberg). Die BHY-Plattenepithelkarzinomzelllinie
wurde von Cell Lines Service (Eppelheim) geliefert.
2.2 Methoden
2.2.1 U¨bersicht
Die BHY-Plattenepithelkarzinomzelllinie wurde kultiviert und mit dem rhEGF stimuliert.
Nach einer Inkubationszeit von 4 h, 8 h, 24 h, 48 h und 72 h wurde die Gesamt-RNA aus
den stimulierten Zellen isoliert und in komplementa¨re DNA (cDNA) transkribiert. Mit Hilfe
der quantitativen Real-Time-Polymerasekettenreaktion (RTq-PCR) wurde anschließend die
relative Genexpression von hBD-1, -2 und -3, DEFA1 und DEFA4, S100A7 und S100A4,
Doc-1 und Ki67 sowie von EGF und EGFR im Vergleich zu einer nichtstimulierten Kontrolle
ermittelt.
2.2.2 Kultivierung von BHY-Plattenepithelkarzinomzellen
Die verwendete BHY-Zelllinie stammt von einem gut differenzierten oralen Plattenepithelkar-
zinom eines 52-ja¨hrigen Mannes. Dieses zeigte eine lokale Invasion in den mandibula¨ren Al-
veolarknochen sowie in die Mundbodenmuskulatur, wies jedoch keine Lymphknoten- oder
Fernmetastasierung auf (Erdem et al., 2007; Kawamata et al., 1997). Die BHY-Zelllinie wur-
de bereits in anderen Studien zur Untersuchung von Genexpressionsprofilen herangezogen
(Erdem et al., 2008). Vor dem Hintergrund der Kenntnis des Ursprungskarzinoms und der
bisherigen Untersuchung von Genexpressionsraten in BHY-Zellen wurde die Zelllinie als Ver-
treter von Plattenepithelkarzinomzellen auch in dieser Arbeit verwendet.
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Die BHY-Plattenepithelkarzinomzellen wurden in jeweils 2ml Zellkulturmedium, bestehend
aus Ham’s F12 Medium und unter Zusatz von 10% fetalem Ka¨lberserum sowie von Penicillin,
Streptomycin und Amphotericin, kultiviert. Die Anzu¨chtung der Zellen erfolgte bei 37 ◦C und
unter einer Atmospha¨re von 5% CO2. Es wurden jeweils sechs Kulturschalen (n = 6) pro
Zeitversuch angesetzt.
2.2.3 Stimulation von BHY-Plattenepithelkarzinomzellen mit rhEGF
Nach Erreichen einer Zelldichte von 80 bis 90% Konfluenz und 16 h vor Stimulationsbeginn
wurde das Na¨hrmedium durch serumfreies Medium ersetzt.
Voruntersuchungen hatten gezeigt, dass die Genexpressionsa¨nderungen von hBD-1, -2 und -3
bei Stimulation mit rhEGF in der Konzentration 1 ng/ml ausgepra¨gter sind als bei Stimu-
lation mit rhEGF in den Konzentrationen 0,2 ng/ml, 5 ng/ml, 25 ng/ml und 100 ng/ml. Vor
Beginn der Stimulation wurden daher zusa¨tzlich 6ml serumfreies Zellkulturmedium mit dem
rhEGF in der Konzentration 1 ng/ml gemischt. Anschließend wurde jeweils 1ml dieses Medi-
ums auf die angezu¨chteten BHY-Plattenepithelkarzinomzellen appliziert. Die Zellen wurden
erneut bei 37 ◦C inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit von 4 h, 8 h, 24 h, 48 h und 72 h wurde die Isolierung der
Gesamt-RNA durchgefu¨hrt. Auch unstimulierte Zellen (Kontrolle) wurden der RNA-Extrak-
tion unterzogen.
2.2.4 Extraktion der RNA
Die Extraktion der Gesamt-RNA der BHY-Plattenepithelkarzinomzellen erfolgte mit Hilfe des
”
RNeasy Protect Mini Kits“ der Fa. Qiagen (Hilden) nach dem Herstellerprotokoll. Zuna¨chst
wurde das Medium zusammen mit dem rhEGF aus den Kulturschalen aspiriert. Die Zellen
wurden durch Zugabe von 300 µl Lysispuffer RLT (990 µl RLT + 10 µl 2-Mercaptoethanol)
lysiert und mit dem Zellschaber isoliert. Das Homogenisat wurde in ein steriles Eppendorf-
Tube u¨berfu¨hrt. Nach Zugabe von 1 Vol. 70% Ethanol (300 µl) wurde die Probe auf eine
RNeasy-Sa¨ule pipettiert und 15 s bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die Sa¨ule wurde dann mit
700 µl RW1-Puffer gewaschen und erneut 15 s bei 10.000 rpm zentrifugiert. Anschließend
wurde 500 µl RPE-Puffer appliziert und nun 2min. bei 10.000 rpm zentrifugiert. Dann wurde
die auf der Sa¨ule gebundene RNA zweimal mit je 50 µl RNase-freiem Wasser eluiert und 1
min. bei 10.000 rpm zentrifugiert. Das Produkt aus 100 µl RNA in wa¨ssriger Lo¨sung wurde




Bevor die quantitative Auswertung der Genexpression mit Hilfe der RTq-PCR erfolgen konn-
te, musste die isolierte mRNA durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben werden.
Im Rahmen der reversen Transkription binden zuna¨chst Primersequenzen komplementa¨r an
die RNA. Das freie 3’-OH-Ende der gebundenen Primer dient nun einer RNA-abha¨ngigen
DNA-Polymerase, der sogenannten reversen Transkriptase, als Startpunkt zur cDNA-Synthese.
In der vorliegenden Studie wurden fu¨r die reverse Transkription der mRNA von β-Aktin,
hBD-1, -2 und -3, DEFA1 und DEFA4 sowie von S100A7, S100A4 und Doc-1 Oligo(dT)20-
Sequenzen benutzt. Die reverse Transkription der mRNA von Ki67, EGF und EGFR erfolgte
dagegen unter Zugabe von Randomprimern.
Die reverse Transkription und die Vervielfa¨ltigung der resultierenden cDNA im Rahmen der
RTq-PCR werden in zwei getrennten Schritten vollzogen. Dadurch unterliegt die gesamte, zu
untersuchende mRNA wa¨hrend der reversen Transkription identischen Versuchsbedingungen
und potentielle Interferenzen wirken sich in gleichem Maße aus. Die cDNA kann anschließend
aus einem Reservoir entnommen werden und verschiedenen Polymerasekettenreaktionsansa¨t-
zen zugefu¨hrt werden (Pfaffl, 2001).
2.2.5.2 Protokoll der reversen Transkription




Select cDNA Synthesis Kits“ nach
Herstellerangaben der Fa. Bio-Rad Laboratories (Hercules) durchgefu¨hrt. Zuna¨chst wurde
aus den aufgetauten Proben jeweils 13 µl Gesamt-RNA entnommen, mit 2 µl Oligo(dT)20-
oder Randomprimern gemischt und bei 65 ◦C fu¨r 5 min. inkubiert. Nach Abku¨hlen auf Eis
fu¨r 60 s wurden 4 µl
”
5x iScript select reaction mix“, bestehend aus dNTPs (dATP, dGTP,
dTTP, dCTP), MgCl2 und Stabilisatoren, sowie 1 µl ”
iScript reverse transcriptase“ (RNase
H+ MMLV Reverse Transkriptase und RNase Inhibitorprotein) hinzugefu¨gt, gemischt und
bei 42 ◦C fu¨r 60 min. inkubiert. Durch weitere Inkubation bei 85 ◦C fu¨r 5 min. wurde die




Die PCR wurde 1985 von Kary Mullis und Mitarbeitern entwickelt und ermo¨glicht die ex-
ponentielle Vermehrung einer spezifischen Sequenz innerhalb einer DNA (Saiki et al., 1985).
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Die PCR umfasst mehrere Zyklen, die alle nach gleichem Muster ablaufen. Zuna¨chst wird
die doppelstra¨ngige DNA in der Denaturierungsphase durch Erhitzen aufgetrennt. In der
folgenden Annealingphase lagern sich spezifische Primer komplementa¨r an die zu amplifizie-
rende Sequenz eines jeden Nukleinsa¨urestranges der aufgetrennten DNA an. Die optimale
Annealingtemperatur ist fu¨r jeden Primer zu bestimmen. Die Elongationsphase umfasst die
Synthese der komplementa¨ren DNA durch eine thermostabile Polymerase, meist die Taq-
Polymerase. Als Bausteine dienen Desoxyribonukleosidtriphosphate. Die mit jedem Zyklus
neu synthetisierte DNA steht im folgenden Zyklus als Matrize zur Verfu¨gung, so dass es
bei einer Effizienz von 100% mit jedem Zyklus zu einer Verdopplung der Produkte kommt.
Es muss beru¨cksichtigt werden, dass die Reaktion leicht sto¨ranfa¨llig ist und die Effizienz (E)
durch verschiedene Faktoren vermindert werden kann. Dazu za¨hlen u.a. die Primersequenzen,
die Konzentrationen der Reaktionspartner, potentielle Inhibitoren sowie Fehler beim Pipet-
tieren. Stets muss versucht werden, die Reaktion hinsichtlich dieser Faktoren zu optimieren.
Desweiteren geht die anfa¨nglich exponentielle Vermehrung nach Verbrauch der Reagenzien,
thermischer Enzyminaktivierung und Produkthemmung in eine Plateauphase u¨ber (Bustin,
2000; Kubista et al., 2006).
Die RTq-PCR, die erstmals von Higuchi und Mitarbeitern beschrieben wurde, ermo¨glicht
die kontinuierliche Messung des Produktgehaltes im Verlauf der PCR (Higuchi et al., 1993).
Die Detektion und Quantifizierung der amplifizierten Produkte erfolgt mit Hilfe eines Fluo-
reszenzfarbstoffes, dessen Fluoreszenz proportional zur Produktmenge zunimmt. In dieser





“ Multicolor Realtime-PCR Detection System der Fa. Bio-Rad
Laboratories (Hercules) erfasst wurde.
Der Farbstoff lagert sich sequenzunabha¨ngig in doppelstra¨ngige DNA ein, vorzugsweise in die
kleine Furche, und erzeugt durch diese Interkalierung ein Fluoreszenzsignal. Doppelstra¨ngige
DNA entsteht in jedem Zyklus durch Primerhybridisierung und anschließende Elongation,
so dass sich wa¨hrend dieser beiden Phasen in zunehmendem Maße Farbstoffmoleku¨le in die
DNA einschieben und Fluoreszenz erzeugen. In der Denaturierungsphase nimmt die Fluores-
zenz dagegen ab, da die DNA einzelstra¨ngig wird und SYBR R￿Green I in Lo¨sung geht. Die




“ findet stets am Ende der Elongationsphase eines
jeden Zyklus statt (Bustin, 2000; Higuchi et al., 1993).
Doppelstra¨ngige DNA kann auch durch Dimerisierung von Primern entstehen. Um einen
Fluoreszenzanstieg durch Bindung von SYBR R￿Green I an Primerdimere oder andere un-
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erwu¨nschte Sequenzen auszuschließen und spezifische Amplifikationsprodukte nachzuweisen,
wird im Anschluss an die PCR eine Schmelzkurvenanalyse jeder Probe erstellt. An einer fu¨r
jedes Produkt spezifischen Schmelztemperatur Tm wird die doppelstra¨ngige DNA in Einzel-
stra¨nge denaturiert und der Farbstoff freigesetzt. An dieser Temperatur nimmt die Fluores-
zenzintensita¨t daher abrupt ab. Die Schmelztemperatur eines Produktes ist abha¨ngig von
dessen La¨nge und Sequenz. Primerdimere besitzen typischerweise eine geringere La¨nge und
damit einen niedrigeren Schmelzpunkt und sind so von den spezifischen Produkten abgrenz-
bar (Deprez et al., 2002; Kubista et al., 2006; Ririe et al., 1997).
Wa¨hrend der initialen Zyklen ist das Fluoreszenzsignal noch schwach und kann nicht von der
Hintergrundfluoreszenz abgegrenzt werden. Mit zunehmender Zyklusanzahl, d.h. mit zuneh-
mender Produktmenge, steigt die Fluoreszenz jedoch an und liegt erstmals am sogenannten
Crossingpoint, dem Fluoreszenzschwellenwert, statistisch signifikant u¨ber der Hintergrund-
fluoreszenz und damit u¨ber der Nachweisgrenze. Die Anzahl an Zyklen, die in einer PCR
durchlaufen werden, um diesen Schwellenwert zu erreichen, ist abha¨ngig von der Ausgangs-
menge an cDNA und wird als Ct-Wert oder threshold cycle bezeichnet. Je ho¨her die Menge der
cDNA zu Reaktionsbeginn, umso weniger Zyklen sind zum Erreichen des Fluoreszenzschwel-
lenwertes notwendig. Bei einer Effizienz von 100% entspricht ein um eine Einheit geringerer
Ct-Wert der doppelten Menge an urspru¨nglicher cDNA (Pfaffl, 2004).
Der Ct-Wert wird stets in der exponentiellen Phase der PCR gemessen (Gibson et al., 1996).
Da die Hintergrundfluoreszenz aber, durch unterschiedliche Versuchsbedingungen beeinflusst,
keinen konstanten Wert besitzt, variiert auch der Schwellenwert und wird willku¨rlich zu Ver-
suchsbeginn festgelegt. Ausschließlich Ct-Werte, die sich auf den gleichen Schwellenwert be-
ziehen, sind vergleichbar (Bustin, 2000).
2.2.6.2 Primersequenzen
Die Primer wurden manuell in der Gensequenz bestimmt und auf Sequenzidentita¨t und Spezi-
fita¨t durch Eingabe in das BLAST-System des National Center of Biotechnology Information
(USA) analysiert. Alle Primer waren vollsta¨ndig identisch mit der Sequenz der mRNA und
zeigten keine oder vernachla¨ssigbare Kreuzhomologien zu anderen humanen Gensequenzen.
Die Anforderungen an die Sequenz der verwendeten Primer sind in erster Linie, keine Dimere
in der PCR zu bilden und eine optimale Effizienz, also eine optimale Vervielfachungsrate
des Produktes je Zyklus zu erlauben, idealerweise eine Verdopplung der cDNA in jedem Zy-
klus. Um sich diesen Anforderungen anzuna¨hern, muss fu¨r jeden Primer eine Temperatur
ermittelt werden, bei der die Annealing- und Elongationsphase optimiert verlaufen (Bustin
et al., 2005). Diese Temperatur wurde in dieser Studie anhand eines Temperaturgradienten
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bestimmt.
Die ermittelten Primersequenzen und ihre zugeho¨rigen Temperaturoptima sind der Tabelle 1
auf Seite 39 zu entnehmen.
2.2.6.3 Protokoll der Realtime-Polymerasekettenreaktion
Zur Durchfu¨hrung der quantitativen Genexpressionsanalyse wurde fu¨r jede der zu untersu-
chenden Proben der folgende Reaktionsansatz zusammengestellt:
1 µl cDNA
0, 123 µl Primer (je 100 pmol/µl)
11, 375 µl Wasser
12, 5 µl iQ
TM
SYBR R￿Green Supermix
Um eine fehlerhafte Zusammensetzung dieser Substanzen durch ungenaues Pipettieren zu
minimieren, wurde zuna¨chst ein Mastermix aus dem iQ
TM
SYBR R￿Green Supermix, Wasser
und Primern vorbereitet.
Die PCR wurde in dem Thermocycler iCycler R￿der Fa. Bio-Rad Laboratories (Hercules)
durchgefu¨hrt. Im ersten Zyklus erfolgte eine Denaturierungsphase bei 95 ◦C u¨ber eine Dauer
von 6 min., um Sekunda¨rstrukturen aufzulo¨sen und die Taq-Polymerase zu aktivieren. In den
folgenden Zyklen beanspruchte die Denaturierungsphase zur Auftrennung doppelstra¨ngiger
DNA bei 95 ◦C jeweils 15 s. Die Primerhybridisierung erfolgte je nach Primer bei 65 ◦C bis
69 ◦C u¨ber 30 s. Die Elongationsphase dauerte 30 s und erfolgte bei einer Temperatur von
72 ◦C. Insgesamt wurden 50 Zyklen durchlaufen.
Die Detektion der amplifizierten Genprodukte u¨ber Fluoreszenzmessung erfolgte von Zyklus
zu Zyklus. Anhand der gemessenen Fluoreszenzwerte und der Anzahl der Zyklen wurde durch
die Software eine Amplifikationskurve aufgezeichnet und der jeweilige Ct-Wert bestimmt. In
der anschließenden Schmelzkurvenanalyse wurden die Proben von 55 ◦C auf 95 ◦C erhitzt und
die Fluoreszenza¨nderung kontinuierlich gemessen. Die erste negative Ableitung der Fluores-
zenz u¨ber die Temperatur zeigte die abrupte Fluoreszenzabnahme an der Schmelztempera-
tur Tm der Zielsequenz und erlaubte damit die Identifizierung der Zielsequenz. Ein zweiter
Schmelzpeak wurde nicht verzeichnet.
Jede Versuchsreihe bestand außer dem Reaktionsansatz mit der jeweiligen Probe aus einer
Positivkontrolle und einer Negativkontrolle. Die Negativkontrolle enthielt 1 µl Wasser statt
der Probe aus 1 µl cDNA. Hier war kein Amplifikationsprodukt nachweisbar.
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2.2.6.4 Referenzgene
Bei der relativen Quantifizierung wird die Expressionsrate der zu untersuchenden Zielsequenz
in Beziehung zu der Expressionsrate eines oder mehrerer Referenzgene gesetzt, d.h. die Ex-
pressionsergebnisse werden normalisiert. Das Referenzgen wird auch als interner Standard
bezeichnet. Es handelt sich ha¨ufig um sogenannte Haushaltsgene, die ubiquita¨r, d.h. in allen
kernhaltigen Zellen, und konstant exprimiert werden. Das Gen von β-Aktin, ein Struktur-
protein des Zytoskeletts, wird ha¨ufig zu diesem Zweck herangezogen. Methodische Fehler,
die beispielsweise bei der Probenaufarbeitung auftreten ko¨nnen und gleichermaßen Ziel- und
Referenzgen betreffen, werden durch die Normalisierung ausgeglichen und tragen nicht mehr
zur Varianz der Ergebnisse bei (Pfaffl, 2004). Zu Beginn dieser Studie wurde gezeigt, dass
das β-Aktin-Gen unter den Versuchsbedinungen dieser Studie konstant und hoch exprimiert
wird und sich daher zur Normalisierung der untersuchten Gene eignet.
Um verschiedene Versuche vergleichen zu ko¨nnen, wird die Expressionsrate des zu untersu-
chenden Zielgens bzw. des Referenzgens außerdem in Beziehung zur Expressionsrate einer
unstimulierten Kontrolle des Ziel- und Referenzgens gesetzt (Pfaffl, 2004).
2.2.6.5 Berechnung der relativen Genexpression
Um die A¨nderung der Genexpression einer Zielsequenz relativ zur unstimulierten Kontrolle
und normalisiert zum Referenzgen berechnen zu ko¨nnen, wurden zuna¨chst die Effizienzen
der Polymerkasekettenreaktionen bestimmt. Werden Schwankungen in den Effizienzen von
Zielgen und Referenzgen nicht beru¨cksichtigt, fu¨hrt dies zu Unterschieden in den ermittelten
Expressionsraten. Unterschiedliche Verdu¨nnungsstufen der jeweiligen cDNA wurden dazu mit
den entsprechenden Primern in der PCR untersucht und eine Standardkurve erstellt. Der
Logarithmus der Ausgangsmenge an cDNA wurde dabei gegen den Ct-Wert aufgetragen. Es
bestand eine lineare Beziehung zwischen den beiden Parametern. Die Steigung wurde nun




In der Regel werden die Effizienzen bei dieser Methode etwas u¨berscha¨tzt, so dass Werte u¨ber
2,0 zustande kommen ko¨nnen (Ginzinger, 2002; Pfaffl, 2004). Die berechneten Effizienzen sind
in Tabelle 2 auf Seite 40 dargestellt.
Die Ct-Werte wurden durch die Software berechnet. Die Differenz zwischen dem Ct-Wert der
unstimulierten Kontrolle und der experimentell behandelten Probe der gleichen Zielsequenz
sowie die Differenz zwischen dem Ct-Wert der unstimulierten Kontrolle von β-Aktin und der
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experimentell behandelten Probe von β-Aktin wurden bestimmt. Anhand der so ermittelten





mit ∆Ct = Ct(Kontrolle)−Ct(Behandlung). Unterliegt das Referenzgen keinen Regulations-
mechanismen, dann la¨sst sich die Formel vereinfacht darstellen, da gilt∆Ct(Referenzgen) = 0
und E(Referenzgen)∆Ct(Referenzgen) = 1 (Pfaffl, 2004).
2.2.7 Statistische Analysen
Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe der Software GraphPadPrism version 4.03
fu¨r Windows der Fa. GraphPad Software (San Diego, USA) durchgefu¨hrt. Jeder Versuch
wurde sechsmal durchgefu¨hrt (n = 6) und im Anschluss die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen berechnet. Unterschiede zwischen verschiedenen Messzeitpunkten wurden mittels
t-Tests auf Signifikanz u¨berpru¨ft. Ein Unterschied gilt als signifikant, wenn p < 0,05 ist. Zur
graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden Sa¨ulendiagramme erstellt.
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Gen Primersequenz Temperatur
β-Aktin sense 5￿-CATGGATGATGATATCGCCGCG-3￿ 69 ◦C
antisense 5￿-ACATGATCTGGGTCATCTTCTCG-3￿
hBD-1 sense 5￿-CATGAGAACTTCCTACCTTCTGC-3￿ 69 ◦C
antisense 5￿-TCACTTGCAGCACTTGGCCTT-3￿
hBD-2 sense 5￿-CATGAGGGTCTTGTATCTCCTCT-3￿ 68 ◦C
antisense 5￿-CCTCCTCATGGCTTTTTGCAGC-3￿
hBD-3 sense 5￿-GCTATGAGGATCCATTATCTTCTG-3￿ 67 ◦C
antisense 5￿-TTATTTCTTTCTTCGGCAGCATTTTC-3￿
DEFA1 sense 5￿-ATGAGGACCCTCGCCATCCTTGCT-3￿ 69 ◦C
antisense 5￿-TCAGCAGCAGAATGCCCAGCGTCTTCCC-3￿
DEFA4 sense 5￿-GTCTGCTCTTGCAGATTAGTATTCTG-3￿ 69 ◦C
antisense 5￿-TTAATCGACACGCGTGCAGCAGTAT-3￿
S100A7 sense 5￿-ATGAGCAACACTCAAGCTGAGAGG-3￿ 69 ◦C
antisense 5￿-TCACTGGCTGCCCCCGGAAC-3￿
S100A4 sense 5￿-ATGGCGTGCCCTCTGGAGAAGG-3￿ 69 ◦C
antisense 5￿-TCATTTCTTCCTGGGCTGCTTATC-3￿
Doc-1 sense 5￿-ATGTCTTACAAACCGAACTTGGCC-3￿ 65 ◦C
antisense 5￿-CTAGGATCTGGCATTCCGTTCC-3￿
Ki67 sense 5￿-AAATTCAGACTCCATGTGCCTGAG-3￿ 66 ◦C
antisense 5￿-TCAAATACTTCACTGTCCCTATGAC-3￿
EGF sense 5￿-ACAGAATCTCAACACATGCTAGTG-3￿ 66 ◦C
antisense 5￿-CAGAACATAGTTTTCCATCCCCAG-3￿
EGFR sense 5￿-CCCAGCAGAGACCCACACTAC-3￿ 65 ◦C
antisense 5￿-TCATGCTCCAATAAATTCACTGCTTT-3￿















Tabelle 2: Effizienzen der RTq-PCR
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3 Ergebnisse
3.1 Relative Genexpression in unstimulierten Zellen
In Tabelle 3 ist die Genexpression in unstimulierten BHY-Plattenepithelkarzinomzellen im
Verha¨ltnis zu β-Aktin dargestellt. Die weitaus geringste relative Genexpression zeigen hBD-1
sowie DEFA4. Eine um nahezu 1000-fach ho¨here Genexpressionsrate weisen hBD-2 und -3,
S100A4 sowie DEFA1 auf. Noch ho¨here Genexpressionsraten zeigen S100A7 sowie Doc-1 und













Tabelle 3: Relative Genexpression in unstimulierten BHY-Plattenepithelkarzinomzellen (Kontrol-
le) im Verha¨ltnis zu β-Aktin
3.2 Relative Genexpression von hBD-1
Nach Stimulation der BHY-Plattenepithelkarzinomzellen mit EGF konnte nach 4 h eine signi-
fikante Verminderung der relativen Genexpression von hBD-1 um etwa 85% im Vergleich zu
unstimulierten Zellen ermittelt werden (p < 0, 01). Nach 8 h war die relative Genexpression
um mehr als 90% im Vergleich zu unstimulierten Zellen reduziert (p < 0, 01). Die relativen
Genexpressionen nach 24 h, 48 h und 72 h zeigten im Vergleich zur Genexpression nach 8 h
keine wesentlichen Vera¨nderungen mehr (siehe Tabelle 4 auf Seite 45 und Abbildung 1 auf
Seite 46).
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3.3 Relative Genexpression von hBD-2
Infolge der Inkubation der BHY-Plattenepithelkarzinomzellen mit EGF wurde nach 8 h eine
Abnahme der Genexpressionsrate von hBD-2 um etwa 70%, bezogen auf die unstimulierten
Zellen, registriert. Auch nach 24 h war die relative Genexpression noch um etwa 20% vermin-
dert. Die Tendenz einer steigenden Genexpression konnte nach 48 h und 72 h besta¨tigt werden
mit einer 4-fach (nach 48 h) bzw. 3-fach (nach 72 h) ho¨heren Genexpression im Vergleich zu
den unstimulierten Zellen. Die Genexpression von hBD-2 nach 48 h und 72 h war gegenu¨ber
der Genexpression im unstimulierten Zustand und gegenu¨ber der Genexpression nach 4 h, 8 h
und 24 h signifikant erho¨ht (p < 0, 01) (siehe Tabelle 4 auf Seite 45 und Abbildung 1 auf Seite
46).
3.4 Relative Genexpression von hBD-3
Nach einer Stimulationszeit von 4 h und 8 h mit EGF zeigte die relative Genexpression von
hBD-3 keine signifikante A¨nderung im Vergleich zu der in unstimulierten Zellen. Ein signi-
fikanter Anstieg der Genexpressionsrate von hBD-3 auf das mehr als 10-fache der Genex-
pression im unstimulierten Zustand wurde jedoch nach 24 h verzeichnet (p < 0, 01). Auch
die Genexpression nach 48 h war gegenu¨ber der Genexpression in unstimulierten Zellen sowie
gegenu¨ber der Genexpression nach 4 h, 8 h und 24 h signifikant erho¨ht (p < 0, 01). Nach 72 h
betrug die Genexpression in stimulierten Zellen nahezu das 40-fache im Vergleich zur Gen-
expression in unstimulierten Zellen (siehe Tabelle 4 auf Seite 45 und Abbildung 2 auf Seite
47).
3.5 Relative Genexpression von DEFA1
Nach Stimulation der BHY-Plattenepithelkarzinomzellen mit EGF u¨ber einen Zeitraum von
8 h wurde zuna¨chst eine signifikante Abnahme der relativen Genexpression von DEFA1 um
65% im Vergleich zu den unstimulierten Zellen ermittelt (p < 0, 01). Auch nach 24 h Inku-
bation war die Genexpression noch um etwa 50% im Vergleich zu den unstimulierten Zellen
reduziert. Nach 48 h und 72 h zeigten die Genexpressionsraten von DEFA1 keine wesentlichen
Abweichungen von denen der unstimulierten Zellen. Die A¨nderungen der Genexpression nach
24 h, 48 h und 72 h waren nicht signifikant (siehe Tabelle 4 auf Seite 45 und Abbildung 3 auf
Seite 48).
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3.6 Relative Genexpression von DEFA4
Die relative Genexpression von DEFA4 war nach vierstu¨ndiger Stimulation mit EGF signifi-
kant, um etwa 55% der Genexpression in unstimulierten Zellen, reduziert (p < 0, 01). Auch
nach 72 h wurde die Genexpression von DEFA4 auf diesem signifikant reduzierten Niveau
verzeichnet (p < 0, 01). Der niedrigste Wert der relativen Genexpression von DEFA4 wurde
nach 8 h mit einer signifikanten Abnahme um mehr als 80% gegenu¨ber den unstimulierten
Zellen verzeichnet (p < 0, 01) (siehe Tabelle 4 auf Seite 45 und Abbildung 3 auf Seite 48).
3.7 Relative Genexpression von S100A7
Nach Zugabe von EGF stieg die relative Genexpression von S100A7 im Vergleich zu unsti-
mulierten Zellen nach 4 h zuna¨chst um etwa 50% an. Nach einer voru¨bergehenden Abnahme
nach 8 h auf Werte des unstimulierten Zustandes konnte nach 24 h eine wiederholte Zunahme
der relativen Genexpression um etwa 50% registriert werden. Nach einer Stimulation von
72 h dagegen wurde eine Abnahme der relativen Genexpression um 50%, bezogen auf den
unstimulierten Ausgangszustand, beobachtet. Diese A¨nderungen der Genexpression waren
jedoch nicht signifikant (siehe Tabelle 5 auf Seite 45 und Abbildung 4 auf Seite 49).
3.8 Relative Genexpression von S100A4
Die relative Genexpression von S100A4 war nach vierstu¨ndiger Stimulation mit EGF si-
gnifikant, um mehr als die Ha¨lfte im Vergleich zur Genexpression in unstimulierten Zellen,
reduziert (p < 0, 01). Die Stimulationsdauer von 8 h bis zu 72 h fu¨hrte zu einer weiteren
signifikanten Abnahme der Expressionsrate auf etwa 20% bis 30% der Genexpression in
unstimulierten Zellen (p < 0, 01) (siehe Tabelle 5 auf Seite 45 und Abbildung 4 auf Seite 49).
3.9 Relative Genexpression von Doc-1
Die Expressionrate von Doc-1 zeigte nach Zugabe von EGF innerhalb von 8 h einen signi-
fikanten Abfall auf 44% gegenu¨ber der unstimulierten Ausgangssituation (p < 0, 01). Auch
nach 24 h war die Expression von Doc-1 gegenu¨ber der in unstimulierten Zellen signifikant
reduziert (p < 0, 01). Nach 48 h und 72 h erreichte die relative Genexpression Werte, die bis
zu 20% u¨ber denen der unstimulierten Zellen lagen. Dieser Anstieg der Expressionsrate war
jedoch nicht signifikant (siehe Tabelle 5 auf Seite 45 und Abbildung 5 auf Seite 50).
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3.10 Relative Genexpression von Ki67
Nach vierstu¨ndiger Stimulation der BHY-Plattenepithelkarzinomzellen mit EGF war die re-
lative Genexpression von Ki67 um mehr als 55%, bezogen auf die unstimulierten Zellen,
vermindert (p < 0, 05). Nach 8 h konnte wiederum ein Anstieg der Genexpression gegenu¨ber
4 h registriert werden. Nach 24 h bzw. 48 h fand sich die Genexpressionsrate von Ki67 noch-
mals um etwa 70% bzw. 60% und damit signifikant gegenu¨ber den unstimulierten Zellen
reduziert (p < 0, 01), bevor sie nach 72 h auf das Doppelte der Genexpression in unstimulier-
ten Zellen angestiegen war. Der Anstieg der Genexpression nach 72 h war signifikant sowohl
gegenu¨ber der Genexpression in unstimulierten Zellen (p < 0, 05) als auch gegenu¨ber der in
den u¨brigen Stimulationszeitra¨umen (p < 0, 01) (siehe Tabelle 5 auf Seite 45 und Abbildung
5 auf Seite 50).
3.11 Relative Genexpression von EGF
Die Genexpression von EGF in BHY-Plattenepithelkarzinomzellen wurde infolge Inkubation
mit EGF signifikant reduziert. Die Genexpressionsrate schwankte im Zeitraum von 4 h bis
72 h zwischen Werten, die um etwa 30 bis 70% gegenu¨ber unstimulierten Zellen vermindert
waren. Die geringste Genexpressionsrate wurde dabei nach 72 h verzeichnet. Diese war sowohl
im Vergleich zur Genexpression in unstimulierten Zellen (p < 0, 01) als auch im Vergleich zu
der nach 48 h (p < 0, 001) signifikant reduziert (siehe Tabelle 5 auf Seite 45 und Abbildung 6
auf Seite 51).
3.12 Relative Genexpression von EGFR
Die Genexpressionsrate von EGFR a¨nderte sich nach Stimulation der BHY-Plattenepithelkar-
zinomzellen mit EGF nicht wesentlich gegenu¨ber der Genexpression in unstimulierten Zellen.
Allein eine tendenzielle Abnahme der Genexpression um etwa 35% und 25% konnte nach
24 h und 48 h registriert werden (siehe Tabelle 5 auf Seite 45 und Abbildung 6 auf Seite 51).
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Zeit hBD-1 hBD-2 hBD-3 DEFA1 DEFA4
4 h 0,154 0,81 1,32 0,66 0,44
8 h 0,077 0,29 0,81 0,35 0,17
24 h 0,083 0,81 10,6 0,47 0,29
48 h 0,077 4,0 29,9 1,1 0,29
72 h 0,095 3,0 39,4 1,2 0,47
Tabelle 4: Relative Genexpressionsa¨nderung von hBD-1, hBD-2, hBD-3, DEFA1 und DEFA4 in
BHY-Plattenepithelkarzinomzellen nach Stimulation mit EGF (1ng/ml) u¨ber einen
Zeitraum von 4 h, 8 h, 24 h, 48 h und 72 h. Die Werte sind als Mittelwerte (n = 6)
dargestellt.
Zeit S100A7 S100A4 Doc-1 Ki67 EGF EGFR
4h 1,52 0,38 0,71 0,44 0,54 0,93
8 h 0,9 0,2 0,44 0,87 0,66 0,87
24 h 1,4 0,18 0,44 0,33 0,41 0,66
48 h 0,76 0,29 1,2 0,41 0,73 0,76
72 h 0,5 0,25 1,1 2,0 0,31 0,93
Tabelle 5: Relative Genexpressionsa¨nderung von S100A7, S100A4, Doc-1, Ki67, EGF und EGFR
in BHY-Plattenepithelkarzinomzellen nach Stimulation mit EGF (1ng/ml) u¨ber einen
Zeitraum von 4 h, 8 h, 24 h, 48 h und 72 h. Die Werte sind als Mittelwerte (n = 6)
dargestellt.
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Abbildung 1: Relative Genexpressionsa¨nderung von hBD-1 und hBD-2 in BHY-Plattenepithel-
karzinomzellen nach Stimulation mit EGF (1ng/ml) u¨ber einen Zeitraum von 4 h,
8 h, 24 h, 48 h und 72 h. Die Werte sind als Mittelwerte (n = 6) dargestellt.
** bedeutet fu¨r hBD-1 ein signifikanter Unterschied zu t = 0 (p < 0, 01) und fu¨r
hBD-2 ein signifikanter Unterschied (p < 0, 01).
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Abbildung 2: Relative Genexpressionsa¨nderung von hBD-3 in BHY-Plattenepithelkarzinomzellen
nach Stimulation mit EGF (1ng/ml) u¨ber einen Zeitraum von 4 h, 8 h, 24 h, 48 h und
72 h. Die Werte sind als Mittelwerte (n = 6) dargestellt. ** bedeutet ein signifikanter
Unterschied (p < 0, 01).
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Abbildung 3: Relative Genexpressionsa¨nderung von DEFA1 und DEFA4 in BHY-Plattenepithel-
karzinomzellen nach Stimulation mit EGF (1ng/ml) u¨ber einen Zeitraum von 4 h,
8 h, 24 h, 48 h und 72 h. Die Werte sind als Mittelwerte (n = 6) dargestellt. **
bedeutet ein signifikanter Unterschied zu t = 0 (p < 0, 01).
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Abbildung 4: Relative Genexpressionsa¨nderung von S100A7 und S100A4 in BHY-Plattenepithel-
karzinomzellen nach Stimulation mit EGF (1ng/ml) u¨ber einen Zeitraum von 4 h,
8 h, 24 h, 48 h und 72 h. Die Werte sind als Mittelwerte (n = 6) dargestellt. **
bedeutet ein signifikanter Unterschied zu t = 0 (p < 0, 01).
50







    


















































































   





















































































Abbildung 5: Relative Genexpressionsa¨nderung von Doc-1 und Ki67 in BHY-Plattenepithelkar-
zinomzellen nach Stimulation mit EGF (1ng/ml) u¨ber einen Zeitraum von 4 h, 8 h,
24 h, 48 h und 72 h. Die Werte sind als Mittelwerte (n = 6) dargestellt. ** bedeutet
ein signifikanter Unterschied (p < 0, 01), * bedeutet ein signifikanter Unterschied
(p < 0, 05).
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Abbildung 6: Relative Genexpressionsa¨nderung von EGF und EGFR in BHY-Plattenepithelkar-
zinomzellen nach Stimulation mit EGF (1ng/ml) u¨ber einen Zeitraum von 4 h, 8 h,
24 h, 48 h und 72 h. Die Werte sind als Mittelwerte (n = 6) dargestellt. ** bedeu-
tet ein signifikanter Unterschied zu t = 0 (p < 0, 01), * bedeutet ein signifikanter
Unterschied zu t = 0 (p < 0, 05).
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4 Diskussion
Die Ansammlung multipler Mutationen im Genom einer epithelialen Zelle, insbesondere die
Aktivierung von Protoonkogenen zu Onkogenen und die Inaktivierung von Tumorsuppressor-
genen, erlaubt die maligne Transformation einer Zelle. Autonomes Zellwachstum resultiert
aus einem gesto¨rten Gleichgewicht zwischen Proliferation einerseits und Apoptose und Diffe-
renzierung andererseits (Wong et al., 1996). Die aktivierten Protoonkogene stellen vor allem
Komponenten der zellula¨ren Signaltransduktion und der intrazellula¨ren Signalkaskaden dar.
Auch das Gen des EGFR za¨hlt zu den Protoonkogenen. Eine erho¨hte Aktivita¨t des EGFR
wurde in vielen oralen Plattenepithelkarzinomzellen nachgewiesen (Grandis und Tweardy,
1993). Sie resultiert aus einer erho¨hten Genexpression des Rezeptors, aus Mutationen mit
dauerhafter Aktivierung des Rezeptors oder aus autokrinen Stimulationsmechanismen bei
Coexpression von Wachstumsfaktorgenen (Prenzel et al., 2001). Die Genexpressionsrate des
EGFR sowie seiner Liganden gilt in Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereiches
als wichtiger prognostischer Faktor, um den klinischen Verlauf sowie die allgemeine und re-
zidivfreie U¨berlebensrate des Patienten abzuscha¨tzen. Erho¨hte Genexpression ist verbunden
mit einem fortgeschrittenen Stadium und damit einer schlechteren Prognose, ferner mit er-
ho¨hter Resistenz gegenu¨ber Chemo- und Radiotherapie und Metastasierung (Merlano und
Occelli, 2007). Nicholson et al. wiesen darauf hin, dass sich die prognostische Aussagekraft
weiter verbessern ließe, wenn weitere Faktoren wie der Aktivierungsstatus der Rezeptoren
oder die Komponenten der Signalkaskaden des EGFR in der Analyse beru¨cksichtigt wu¨rden
(Nicholson et al., 2001). Neben der aberranten Aktivierung des EGFR wurde die Beteiligung
vieler anderer Onkogene und Tumorsuppressorgene an der Entstehung und dem Fortschreiten
des oralen Plattenepithelkarzinoms nachgewiesen oder diskutiert. Auch Vera¨nderungen der
Genexpression von humanen Defensinen, S100 Proteinen und der Expression von Doc-1 wur-
de in oralen Plattenepithelkarzinomen gegenu¨ber normalem Gewebe demonstriert (Kesting
et al., 2009; Shintani et al., 2001; Wenghoefer et al., 2008a). U¨ber die molekularen Mechanis-
men, die diesen vera¨nderten Genexpressionen in oralen Plattenepithelkarzinomen zugrunde
liegen, ist bisher wenig bekannt.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss von EGF auf die Expression der in
Kopf-Hals-Tumoren onkologisch relevanten Gene von hBD-1, -2 und -3, DEFA1 und DE-
FA4, S100A7 und S100A4, Doc-1 sowie von Ki67 in oralen Plattenepithelkarzinomzellen zu
untersuchen.
Die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden in vitro anhand der Zelllinie BHY, welche
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aus dem hochdifferenzierten oralen Plattenepithelkarzinom eines Patienten kultiviert wur-
de, durchgefu¨hrt.
Unter den untersuchten Genen zeigte hBD-1 in unstimulierten BHY-Plattenepithelkarzinom-
zellen die weitaus geringste relative Genexpression. Nach Zugabe von EGF zu den Zellen
nahm die Genexpression von hBD-1 bereits nach 4 h Inkubationszeit signifikant, um mehr
als 85%, ab. Nach 8 h war die Genexpression um mehr als 90% vermindert und zeigte bei
la¨ngerer Stimulationsdauer gegenu¨ber der Genexpression nach 8 h keine signifikanten Vera¨n-
derungen mehr.
Eine reduzierte Genexpression von hBD-1 in oralen Plattenepithelkarzinomen konnte be-
reits in anderen Studien beobachtet werden (Abiko et al., 1999; Wenghoefer et al., 2008b).
Ein tumorspezifischer Verlust der Genexpressionsrate konnte ferner in Nieren- und Prosta-
takarzinomen festgestellt werden. Dem Gen von hBD-1 wird in letzteren die Funktion eines
Tumorsuppressorgens zugeschrieben. Reexpression fu¨hrte hier zu verminderter Tumorzellpro-
liferation (Donald et al., 2003; Sun et al., 2006). Auch in oralen Plattenepithelkarzinomen
wird die Funktion eines Tumorsuppressorgens diskutiert. Mutationen, insbesondere aber Ver-
luste des kurzen Arms von Chromosom 8, auf dem auch die humanen Defensine kodiert sind,
sind ein sehr ha¨ufiges Ereignis im Rahmen der Tumorgenese. Diese genetischen Vera¨nde-
rungen unterstu¨tzen die Vermutung, hBD-1 sei ein Tumorsuppressor (Meyer und Harder,
2007). Die genauen Mechanismen, nach denen eine Inaktivierung des potentiellen Tumor-
suppressors in oralen Plattenepithelkarzinomen erfolgt, sind letztlich jedoch nicht bekannt.
Neben Polymorphismen des Promoters ist auch eine Autoregulation des Promoters denkbar,
die zu verminderter Genexpression fu¨hrt. Diese Regulation ko¨nnte durch Translokation und
Akkumulation von hBD-1 im Zellkern der Tumorzellen erfolgen, die sowohl in malignen Spei-
cheldru¨sentumoren als auch in pleomorphen Adenomen nachgewiesen sind (Pantelis et al.,
2009; Wenghoefer et al., 2008a). Die in dieser Studie erhaltenen Daten geben neue Hinweise
darauf, dass EGF in einer noch unbekannten Form an der Regulation, womo¨glich auch an
einer Translokation von hBD-1 in den Zellkern, beteiligt sein ko¨nnte.
Die Beteiligung von c-myc an der Genexpressionsregulation von hBD-1 wird außerdem disku-
tiert. Die Promoterregion besitzt einige potentielle Bindungsstellen fu¨r den Transkriptions-
faktor c-myc. U¨ber welchen Signalweg jedoch eine Akkumulation von c-myc und eine damit
einhergehende Genexpressionssteigerung von hBD-1 ausgelo¨st wird, ist nicht bekannt (Sher-
man und Froy, 2008).
Eine reduzierte Genexpression von hBD-1 kann schon in pra¨malignen La¨sionen nachgewiesen
werden, so dass der Verlust von hBD-1 mo¨glicherweise schon fru¨h in der Tumorgenese statt-
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findet und zu der malignen Progression beitragen ko¨nnte (Wenghoefer et al., 2008b). Dies ist
eine Parallele zu der fru¨hen Aktivierung des Protoonkogens EGFR in der Tumorgenese von
oralen Plattenepithelkarzinomen. Die in dieser Studie gewonnenen Daten unterstu¨tzen die
Hypothese, dass der fru¨he Verlust an hBD-1 mo¨glicherweise mit der fru¨hen Aktivierung des
Protoonkogens EGFR assoziiert sein ko¨nnte. Mo¨glicherweise spielt hBD-1 eine Rolle in der
Transkriptionskontrolle und der Induktion der Apoptose (Wenghoefer et al., 2008a). Die ge-
ringen Konzentrationen an hBD-1 wurden aber auch in Beziehung zu einer hohen Anfa¨lligkeit
des Tumors gegenu¨ber bakteriellen Infektionen gesetzt (Abiko et al., 1999). Ein Verlust der
hBD-1-Genexpression ko¨nnte dazu fu¨hren, dass weniger T-Lymphozyten und dendritische
Zellen rekrutiert werden, um Tumorzellen als fremd zu erkennen und zu zersto¨ren. Durch
den fehlenden zytotoxischen Effekt von hBD-1 auf die Tumorzellen ko¨nnte so zusa¨tzlich die
Tumorprogression gefo¨rdert werden (Donald et al., 2003).
Die relative Genexpression von hBD-2 zeigte nach Stimulation mit EGF nach 8 h eine Ab-
nahme auf etwa 30% der Genexpression der unstimulierten Zellen. Dagegen konnte nach 48 h
eine 4-fach ho¨here und nach 72 h eine 3-fach ho¨here Genexpression bezogen auf die unsti-
mulierten Zellen verzeichnet werden. Diese Vera¨nderungen sind Hinweis darauf, dass EGF
zeitabha¨ngig die Genexpression von hBD-2 beeinflussen kann. Wa¨hrend EGF initial einen
negativen Einfluss auf die Genexpression zu haben scheint, kehrt sich dieser regulative Effekt
nach 48 h um.
Die Promoterregion des Gens von hBD-2 besitzt mehrere mo¨gliche Bindungsstellen fu¨r die
Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 (Liu et al., 1998). In mehreren Zellarten konnte
gezeigt werden, dass u¨ber Zytokin- und Toll-like-Rezeptoren und unter Mitbeteiligung von
NF-κB die Genexpression von hBD-2 gesteigert werden kann (Froy, 2005). Der Transkripti-
onsfaktor NF-κB ist auch als Komponente der Signalkaskade von EGFR bekannt und veran-
lasst so zu der Hypothese, dass auch EGF u¨ber NF-κB Einfluss auf hBD-2 nehmen ko¨nnte.
Erho¨hte Genexpression von hBD-2 kann aber auch u¨ber den Transkriptionsfaktor AP-1 sowie
durch Aktivierung der MAP-Kinasen JNK, p38 und ERK vermittelt werden. MAP-Kinasen
sind auch Bestandteil verschiedener Signalkaskaden des EGFR und ko¨nnten an der in dieser
Studie beobachteten Wirkung von EGF beteiligt sein.
Die zeitabha¨ngige A¨nderung der Genexpression mit initialer Abnahme und sekunda¨rem An-
stieg deutet auf einen komplexen Regulationsmechanismus hin. Genexpressionssteigerung in
oralen Keratinozyten durch entzu¨ndliche und bakterielle Stimuli war schon nach 2 h sowie
nach 10 bis 12 h zu beobachten (Krisanaprakornkit et al., 2000). Die Signalkaskade, die durch
entzu¨ndliche Stimuli aktiviert wird, scheint unter diesem Aspekt von dem durch EGF ver-
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mittelten Signalweg verschieden zu sein.
Mizukawa et al. konnten zeigen, dass die Bildung von hBD-2 in oralen Plattenepithelkarzi-
nomen in Abha¨ngigkeit von der Zelldifferenzierung und Keratinisierung erfolgt (Mizukawa
et al., 2000). Dass die Genexpression von hBD-2 in einer Art und Weise an die Differenzie-
rung der Zellen gebunden ist, konnte auch von Kawsar et al. ermittelt werden, die hBD-2
im Stratum granulosum und spinosum in normalem oralen Epithel und differenzierten oralen
Plattenepithelkarzinomen lokalisierten (Kawsar et al., 2009). Auch Abiko et al. fanden in
hoch differenzierten oralen Plattenepithelkarzinomen hohe mRNA- und Proteinkonzentratio-
nen von hBD-2, wa¨hrend in gering differenzierten Plattenepithelkarzinomen weder hBD-2-
mRNA noch hBD-2-Proteine nachweisbar waren (Abiko et al., 2001). Weiterhin konnte eine
Beziehung hergestellt werden zwischen hohen Konzentrationen an hBD-2 und einer besseren
Prognose gegenu¨ber Patienten mit geringeren Mengen an hBD-2 (Sawaki et al., 2002). Ob
EGF u¨ber einen Einfluss auf die Zelldifferenzierung auf die Genexpressionsrate von hBD-2
wirken ko¨nnte, ist unklar. Insgesamt sind die Studien, die den Zusammenhang zwischen der
Differenzierung eines Plattenepithelkarzinoms und der Aktivita¨t des EGFR untersucht haben,
kontrovers. Die u¨berwiegende Zahl bringt eine erho¨hte Aktivita¨t des Rezeptors in Zusam-
menhang mit einer schlechten Differenzierung und einer ungu¨nstigen Prognose. Nur wenige
kommen zu dem Schluss, dass EGFR in oralen Plattenepithelkarzinomen mit Differenzierung
und einer guten Prognose positiv korreliert (Yamada et al., 1992). Andere wiederum erkennen
keinen Zusammenhang zwischen EGFR und der Differenzierung (Hiraishi et al., 2006).
Nach einer Stimulationsdauer von 24 h wurde ein signifikanter Anstieg der Genexpression
von hBD-3 auf das mehr als 10-fache gegenu¨ber den unstimulierten Zellen beobachtet. Die
Genexpression stieg weiter an und war nach 72 h um nahezu 40-fach ho¨her als in den nicht-
stimulierten Zellen. Aus diesem Ergebnis kann geschlossen werden, dass EGF einen positiven
Einfluss auf die Genexpressionsrate von hBD-3 ausu¨bt. Dieser Effekt kommt erst nach 24 h
zum Ausdruck und a¨hnelt damit in seiner Zeitabha¨ngigkeit dem Einfluss auf hBD-2.
Bereits Kawsar et al. beobachteten, dass EGF die Genexpression von hBD-3 in dysplastischen
oralen Epithelzellen sowie in oralen Plattenepithelkarzinomzellen induzieren kann. Sie zeigten
ferner, dass daran die MEK1 und 2, p38, Proteinkinase C und Phosphatidylinositol-3-Kinase
beteiligt sind (Kawsar et al., 2009). Sørensen et al. konnten zeigen, dass die Expression von
hBD-3 in epidermalen Keratinozyten u¨ber die Transaktivierung von EGFR sowie durch Bin-
dung von EGF an diesen induziert werden kann (Sørensen et al., 2005, 2006). Eine Beziehung
zwischen der Genexpression von hBD-3 und der Wirkung von EGF konnte nun in der vorlie-
genden Arbeit fu¨r orale Plattenepithelkarzinomzellen besta¨tigt werden. Die Ergebnisse dieser
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Studie deuten darauf hin, dass die Genexpression von hBD-3 auch direkt u¨ber EGFR und
nicht nur u¨ber Mechanismen der Transaktivierung gesteigert werden kann. Es wurde mehr-
fach angedeutet, dass die Genexpression von hBD-2 und hBD-3 auf unterschiedliche Weise
reguliert wird (Kawsar et al., 2009; Steubesand et al., 2009; Boughan et al., 2006). Auch hier
weisen die unterschiedlich starken Anstiege der Genexpression auf differente Mechanismen
hin.
Eine erho¨hte Genexpression von hBD-3 findet bereits in pra¨malignen Zellen statt (Kawsar
et al., 2009; Wenghoefer et al., 2008b). Mo¨glicherweise ist dies ein Hinweis auf einen Zusam-
menhang zwischen der fru¨hen Aktivierung des EGFR und der fru¨hen U¨berexpression von
hBD-3 in der Tumorgenese. HBD-3 wird prima¨r in den basalen Plattenepithelzellen gebildet
(Kawsar et al., 2009). Seine Lokalisation entspricht damit der bevorzugten Lokalisation des
EGFR in normalen epithelialen Zellen. Dies unterstu¨tzt die Vorstellung, dass die Aktivierung
des EGFR einer Zelle die Genexpression von hBD-3 in dieser Zelle induzieren ko¨nnte.
Es stellt sich die Frage, welche tumorspezifischen Auswirkungen die erho¨hte Genexpression
von hBD-3 auf die Tumorzellen hat. Dabei muss stets bedacht werden, dass die Genexpressi-
on allein noch keine Aussage u¨ber die tatsa¨chlichen Proteinkonzentrationen und -aktivita¨ten
zula¨sst. Neben der bei hBD-1 vermuteten Funktion als Tumorsuppressor ko¨nnten humane
Defensine in Tumoren womo¨glich auch eine immunmodulierende Funktion u¨bernehmen. So
konnte eine Korrelation zwischen der Expression von hBD-3 in oralen Plattenepithelkar-
zinomen und der Infiltration mit Makrophagen gefunden werden. Eine Rekrutierung von
T-Lymphozyten wurde hingegen nicht beobachtet. Dies ließ vermuten, dass hBD-3 u¨ber die
Rekrutierung von Entzu¨ndungszellen, insbesondere Makrophagen, die Tumorentwicklung un-
terstu¨tzt (Kawsar et al., 2009; Marcus et al., 2004). Sica et al. zeigten, dass das Vorherrschen
von Makrophagen im peritumoralen Infiltrat verbunden ist mit einer verminderten rezidiv-
freien U¨berlebensrate und damit einer schlechteren Prognose und fu¨hrten dies zuru¨ck auf die
Beeinflussung von Angiogenese, Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung sowie Unter-
dru¨ckung der adaptiven Immunantwort durch die Makrophagen (Sica et al., 2006). Makropha-
gen stimulieren die endotheliale Proliferation und Migration und schu¨tten proangiogenetische
Faktoren wie Matrixmetalloproteinasen aus. In oralen Plattenepithelkarzinomen konnten sie
mit Metastasierung und Invasion korreliert werden (Liu et al., 2008). Ob hBD-3 und auch
hBD-2 u¨ber den Chemokinrezeptor CCR6 eine Rekrutierung der angeborenen Immunzellen
erreichen, wird kontrovers diskutiert (Soruri et al., 2007; Yang et al., 1999). Niyonsaba et al.
zeigten, dass hBD-2 und hBD-3 in Keratinozyten die Genexpression verschiedener Zytokine
wie IL-10 sowie von MCP-1 und MIP-3α steigern (Niyonsaba et al., 2007). Mo¨glicherweise
ko¨nnen hBD-2 und hBD-3 auch in oralen Plattenepithelkarzinomzellen deren Genexpression
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fo¨rdern und auf diesem Weg chemotaktisch wirken. Interessant ist ferner die Beobachtung,
dass hBD-2 und hBD-3 selbst die Proliferation und Migration von Keratinozyten stimulie-
ren ko¨nnen. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt vermutlich u¨ber Phosphorylierung
und Aktivierung des EGFR sowie von STAT1 und STAT3 vermittelt wird (Niyonsaba et al.,
2007). Diese Beobachtung impliziert, dass hBD-2 und -3 auch orale Plattenepithelkarzinom-
zellen zu Proliferation und Migration anregen ko¨nnten. Wenn EGF nun die Genexpression
dieser beiden Defensine fo¨rdert und diese wiederum u¨ber einen autokrinen Mechanismus auf
den EGFR derselben Zelle wirken wu¨rden, dann ko¨nnte man letztendlich eine Selbstversta¨r-
kung der urspru¨nglichen proliferativen Wirkung des EGF mutmaßen. Eine Stimulation von
Proliferation und Migration von Keratinozyten durch hBD-2 und hBD-3 wurde bislang in
Tumorzellen noch nicht beschrieben.
Nach Stimulation mit dem EGF wurde innerhalb von 8 h eine signifikante Abnahme der re-
lativen Genexpression von DEFA1 um mehr als 60% gegenu¨ber den unstimulierten Zellen
beobachtet. Die Werte deuten an, dass EGF die Genexpression von DEFA1 in oralen Platte-
nepithelkarzinomzellen in diesem initialen Zeitraum herunterregulieren kann.
Die Wirkungen humaner α-Defensine auf das Tumorwachstum scheinen konzentrationsabha¨n-
gig zu sein. In hohen Konzentrationen besitzen humane α-Defensine einen zytotoxischen Ef-
fekt auf kernhaltige eukaryotische Zellen. Sie greifen vermutlich bevorzugt Tumorzellen an,
da diese eine negativere Ladung der Zellmembran sowie eine ho¨here Anzahl an Mikrovilli als
normale Zellen besitzen (Meyer und Harder, 2007). Außerdem wurde beobachtet, dass huma-
ne α-Defensine die Angiogenese inhibieren, indem sie die endotheliale Proliferation, Adha¨sion
an extrazellula¨re Matrix und Migration negativ beeinflussen (Chavakis et al., 2004).
In geringeren Konzentrationen ko¨nnen α-Defensine die systemische Immunantwort regulieren.
Sie rekrutieren unreife dendritische Zellen, CD8+ und naive CD4+ T-Lymphozyten sowie Mo-
nozyten und fo¨rdern daru¨ber vermutlich die Tumorzellproliferation sowie proangiogenetische
und prometastatische Effekte (Albrethsen et al., 2005). In Nierenkarzinomzellen stimulieren
humane α-Defensine in geringen Konzentrationen die Proliferation (Mu¨ller et al., 2002). Auch
in Epithelzellen der Lunge konnten humane α-Defensine in niedrigen Konzentrationen eine
Proliferation hervorrufen (Aarbiou et al., 2002).
Folglich konnten kontroverse Wirkungen der humanen α-Defensine in Bezug auf Tumoren be-
obachtet werden. Die Wirkungen wurden bisher nur sehr tumorspezifisch nachgewiesen und
variieren in Abha¨ngigkeit von der Konzentration der α-Defensine. U¨ber die Genexpressions-
raten und die spezifischen Wirkungen der humanen α-Defensine in oralen Plattenepithelkar-
zinomzellen, auch und vor allem in Abha¨ngigkeit von ihrer Konzentration, ist bisher wenig
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bekannt. Mo¨glicherweise u¨bt EGF u¨ber initiale Verminderung der Genexpression und u¨ber
eine daraus resultierende geringe Konzentration des DEFA1-Proteins einen tumorfo¨rdernden
Effekt aus. Es ist jedoch zu beru¨cksichtigen, dass die vorliegende Studie eine Aussage u¨ber
die tatsa¨chlich vorliegenden Proteinkonzentrationen der α-Defensine nicht zula¨sst.
Die relative Genexpression von DEFA4 in unstimulierten Plattenepithelkarzinomzellen war,
a¨hnlich der Genexpression von hBD-1, auffallend gering. Zusa¨tzlich wurde die Genexpression
DEFA4 durch Stimulation mit dem EGF bereits nach 4 h signifikant reduziert. Auch nach ei-
ner Stimulationsdauer von 72 h blieb die Genexpressionsrate gegenu¨ber der in unstimulierten
Zellen signifikant vermindert. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass EGF die
Genexpression von DEFA4 in oralen Plattenepithelkarzinomzellen negativ beeinflusst.
In der Literatur wurde bislang lediglich die Genexpression von DEFA1 bis DEFA3 in Tumor-
gewebe untersucht. Die Genexpressionsrate von DEFA4 in oralen Plattenepithelkarzinomen
oder anderen Tumoren wurde bislang nicht untersucht.
Nach Stimulation mit EGF zeigte sich innerhalb von 4 h zuna¨chst eine Zunahme der relativen
Genexpression von S100A7 um etwa 50%. Auch nach einem Zeitraum von 24 h war die Gen-
expression gegenu¨ber dem unstimulierten Zustand tendenziell erho¨ht. Nach 72 h dagegen lag
eine um 50% reduzierte Expressionsrate vor. Die Vera¨nderungen im Genexpressionsmuster
von S100A7 deuten auf eine Beeinflussbarkeit durch EGF hin. Es handelt sich um das einzige
der hier untersuchten Gene, dass initial eine Zunahme seiner Expression zeigt. Mit zuneh-
mender Zeit (72 h) scheint die Stimulation mit EGF jedoch eine verminderte Expression von
S100A7 zu verursachen.
In anderen Studien konnte beobachtet werden, dass die Expression von S100A7 in normalen
Keratinozyten mit deren Differenzierungsgrad korreliert. Wa¨hrend die undifferenzierten, aber
proliferierenden epidermalen Basalzellen kein S100A7 exprimierten, war die Genexpression in
differenzierten Epithelzellen nachweisbar (Martinsson et al., 2005). In pra¨kanzero¨sen oralen
La¨sionen ist S100A7 eines der am meisten hochregulierten Gene. Kesting et al. demonstrier-
ten, dass die Genexpression von S100A7 in hoch differenzierten oralen Plattenepithelkarzino-
men signifikant ho¨her war als in moderat oder schlecht differenzierten (Kesting et al., 2009).
Auch Zhou et al. fanden hohe Expressionsraten von S100A7 in differenzierten oralen Plat-
tenepithelkarzinomen, die noch kein invasives Wachstum zeigten und sich in einem fru¨hen
Stadium befanden. Sie konnten zeigen, dass S100A7 die Proliferation von oralen Plattenepi-
thelkarzinomzellen in vitro sowie Tumorwachstum und Invasion in vivo verhindern kann. Dem
Protein wurde deshalb die Funktion eines Tumorsuppressors zugeschrieben, dessen Genex-
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pression im Laufe der Tumorgenese verlorengeht. Verminderte Genexpression korrelierte mit
fortgeschrittenem Tumorstadium und Invasion (Zhou et al., 2008).
Bei der Frage nach den Regulationsmechanismen der Genexpression von S100A7 liegt die
Vermutung nahe, dass Faktoren beteiligt sind, die mit dem Prozess der Differenzierung und
Invasion assoziiert sind. Tatsa¨chlich kann die Genexpression stimuliert werden durch Reti-
nolsa¨ure, Calcium, UV-Licht, durch Verlust der Zelladha¨sion an extrazellula¨re Matrix sowie
durch Wachstumsfaktorentzug (Martinsson et al., 2005). Die Genexpression von S100A7 in
Tumoren impliziert, dass auch EGF u¨ber die Aktivierung seines Rezeptors etwas mit der Re-
gulation zu tun haben ko¨nnte. Miyazaki et al. fanden tatsa¨chlich eine verminderte Genexpres-
sion von S100A7, nachdem Zellen eines oralen Plattenepithelkarzinoms mit EGF inkubiert
worden waren. Dabei fand eine Inkubation mit EGF in der Konzentration 2 ng/ml und u¨ber
den Zeitraum von 24 h statt (Miyazaki et al., 2006). Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten
sind konsistent mit der aktuellen Literatur und zeigen, dass EGF die Expression von S100A7
beeinflussen kann. Unterschiede im Vergleich zu den Ergebnissen von Miyazaki et al. ko¨nnten
zeit- und konzentrationsbedingt sein sowie mit dem unterschiedlichen Differenzierungsgrad
der jeweils verwendeten Zelllinien zusammenha¨ngen.
Die Promotorregion von S100A7 gibt Hinweis darauf, dass der Transkriptionsfaktor AP-1 eine
Rolle bei der Regulation der Expression spielt (Alowami et al., 2003). Außerdem wird die Ex-
pressionsrate von S100A7 u¨ber die Wnt/β-Catenin-Signalkaskade vermindert. Das onkogene
Protein c-myc ist ein Zielprotein dieser Signalkaskade und korreliert mit uneingeschra¨nkter
Proliferation, verhindert Differenzierung und Adha¨sion und stimuliert Wachstum, Angiogene-
se und Metastasierung. Auch c-myc selbst scheint die Expression von S100A7 unterdru¨cken
zu ko¨nnen (Zhou et al., 2008). Es existieren Effektor- und Zielproteine, die sowohl an der
Wnt/β-Catenin-Signalkaskade als auch am Signaltransduktionsweg von EGF beteiligt sind,
beispielsweise die Proteinkinase Akt und c-myc. Miyazaki et al. fanden, dass EGF eine erho¨hte
Genexpression von Dickkopf-3 bewirkt. Dickkopf-3 ist ein Antagonisten des Wnt-Signalweges
(Miyazaki et al., 2006). Somit wa¨re ein indirekter Einfluss von EGF auf den Wnt-Signalweg
und damit auf S100A7 denkbar.
Infolge der Zugabe von EGF zu den humanen Plattenepithelkarzinomzellen konnte eine signi-
fikante Reduktion der relativen Genexpression von S100A4 beobachtet werden. Die Expressi-
on betrug bereits nach 4 h nur noch 38% der urspru¨nglichen Genexpression. Die Stimulation
u¨ber 8 h bis hin zu 72 h ergab eine weitere Abnahme der relativen Genexpression. Diese Er-
gebnisse deuten eine potentielle Regulation der Expression von S100A4 durch EGF an.
In der Literatur finden sich jedoch kontroverse Ergebnisse hinsichtlich der Expression und
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der funktionellen Bedeutung von S100A4 in humanen Tumoren, insbesondere auch in oralen
Plattenepithelkarzinomen. U¨berexpression von S100A4-Gen wurde in vielen oralen Tumoren
nachgewiesen und in Beziehung zu erho¨hter Metastasierung und schlechter Prognose gesetzt.
Die genauen Mechanismen sind unklar. Es wurde vermutet, dass S100A4 insbesondere u¨ber
die Aktivierung des NF-κB an tumorspezifischen Prozessen der Metastasierung, Invasion und
Angiogenese beteiligt ist (Boye et al., 2008).
Sapkota et al. fanden dagegen eine verminderte Genexpression von S100A4 in oralen Plat-
tenepithelkarzinomen gegenu¨ber normalem Gewebe (Sapkota et al., 2008). Auch in Plattene-
pithelkarzinomen des O¨sophagus (Ji et al., 2004) wurden verminderte mRNA-Konzentrationen
von S100A4 vorgefunden. Hypermethylierung der DNA scheint zu einer Abnahme der S100A4-
Genexpression zu fu¨hren (Sapkota et al., 2008). Ji et al. vermuteten, dass die Translation der
mRNA von S100A4 eine wichtige Rolle in der Tumorgenese spielen ko¨nnte (Ji et al., 2004).
Die in dieser Studie erhobenen Daten sind erste Hinweise darauf, dass auch EGF an der
Regulation der S100A4-Genexpression beteiligt sein ko¨nnte. Auf welche Weise der negative
Effekt auf die Genexpressionsrate hervorgerufen wird, ist jedoch unbekannt. Es konnte ge-
zeigt werden, dass das Integrin α6β4 die Genexpression von S100A4 in humanen Tumorzellen
steigern kann (Chen et al., 2009; Kim et al., 2009). EGF verursacht eine Phosphorylierung
der β4-Untereinheit des Integrins und verhindert dadurch die Kopplung des Integrins an
das Adapterprotein Shc und damit weitere Signalkaskaden (Mainiero et al., 1996). Dies gibt
Anlass zu der Hypothese, dass EGF u¨ber Integrin α6β4 Einfluss auf die Genexpression von
S100A4 nimmt. Mo¨glicherweise besteht auch ein Zusammenhang zum Differenzierungsgrad
der verwendeten Zelllinie: Die Zelllinie BHY stammt von einem hochdifferenzierten Plat-
tenepithelkarzinom des Unterkiefers, das zwar eine lokale Invasion in die Mandibula und die
Mundbodenmuskulatur aufwies, jedoch noch keine Metastasierung zeigte (Kawamata et al.,
1997). Die Genexpression von S100A4 ist jedoch gerade mit Lymphknotenmetastasierung
und schlechter Prognose korreliert.
Die relative Expression von Doc-1 war im Vergleich zu den u¨brigen untersuchten Genen in
unstimulierten Plattenepithelkarzinomzellen sehr hoch. Die Expressionsrate von Doc-1 zeig-
te dann nach Zugabe von EGF innerhalb von 8 h eine signifikante Abnahme gegenu¨ber den
unstimulierten Zellen. Die Werte nach 48 h und 72 h zeigten eine sehr hohe Standardabwei-
chung und sind nur eingeschra¨nkt zu beurteilen. Die Werte deuten darauf hin, dass EGF die
Expression von Doc-1 direkt oder indirekt herunterregulieren kann.
Doc-1 kann den Zellzyklus in der G1-Phase stoppen und so die Replikation der DNA in der
S-Phase verhindern. Um autonomes Tumorwachstum zu ermo¨glichen, muss diese Funktion
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vermindert oder ausgeschaltet werden. Reduzierte oder sogar fehlende Expression von Doc-
1 ist ein bekanntes Pha¨nomen in oralen Tumoren. Doch wie die Inaktivierung von Doc-1
erfolgt, ist bisher nicht bekannt. Die Daten dieser Arbeit deuten nun darauf hin, dass EGF
dazu beitragen ko¨nnte. Schon Shintani et al. vermuteten, dass regulatorische Signale des G1/S
U¨bergangs oder der Replikationsphase an der Regulation von Doc-1 beteiligt sein ko¨nnten
(Shintani et al., 2000). Diese Vermutung ist konsistent mit Ergebnissen der vorliegenden Stu-
die. Daru¨ber hinaus werden posttranslationale Regulationsmechanismen diskutiert (Shintani
et al., 2001). Wie die erho¨hte Aktivierung von EGFR korreliert auch die verminderte Expres-
sion von Doc-1 in oralen Tumoren mit erho¨hter Invasion, fortgeschrittenem Tumorstadium
und Metastasierung. Dies befu¨rwortet die Vermutung, dass EGF und Doc-1 in Verbindung
stehen ko¨nnten.
Nach Stimulation der humanen Plattenepithelkarzinomzellen mit dem EGF wurde zuna¨chst,
nach einer Inkubationszeit von 4 h sowie 24 h und 48 h, eine signifikante Verminderung der
relativen Genexpression von Ki67 bezogen auf die unstimulierten Zellen ermittelt. Erst nach
einer Stimulationsdauer von 72 h lag eine im Vergleich zu unstimulierten Zellen verdoppelte
Genexpression vor.
Die Genexpression von Ki67 gibt Auskunft u¨ber die mitotische Aktivita¨t von Zellen. Die
Genexpression von Ki67 nimmt von der spa¨ten G1-Phase bis zur G2-Phase zu und erreicht in
der Mitosephase eine maximale Genexpressionsrate. Treten Zellen in die Ruhe- oder Differen-
zierungsphase ein, ist Ki67 nicht mehr detektierbar. Umgekehrt wird Ki67 bei Wiedereintritt
von Zellen in den Zellzyklus wieder nachweisbar. Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete
Genexpressionsanstieg nach 72 h deutet darauf hin, dass die Stimulation mit EGF zu einer
erho¨hten Proliferation der humanen Plattenepithelkarzinomzellen gefu¨hrt hat.
Es stellt sich aber die Frage, wie die zeitabha¨ngigen Vera¨nderungen der Genexpressionsra-
te, d.h. der initiale Abfall und der erst zeitverzo¨gerte Anstieg, erkla¨rt werden ko¨nnen. Bei
der Interpretation der Daten von Ki67 muss bedacht werden, dass die Genexpression von
Ki67 typischerweise zellzyklusabha¨ngig schwankt – mit einer maximalen Genexpressionsrate
in der Mitosephase und einem Abfall am Ende dieser Phase. Es wa¨re daher vorstellbar, dass
die zeitabha¨ngigen Vera¨nderungen der Genexpression von Ki67 aus verschiedenen Phasen
verschiedener Zellzyklen resultieren, die von den proliferierenden Zellen durchlaufen werden.
Daru¨ber hinaus ko¨nnten die Expressionsraten von Doc-1 und S100A7 in unstimulierten Zellen
sowie in den ersten 24 h nach Stimulation ein Hinweis darauf sein, dass eine gesteigerte Pro-
liferation durch die proliferationshemmende Wirkung dieser beiden Proteine im Sinne eines
negativen Regelkreises zuna¨chst verhindert wurde.
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Mehrere Studien konnten bisher eine erho¨hte Genexpression von Ki67 in oralen Plattenepi-
thelkarzinomen nachweisen und mit Tumorprogression und schlechter Prognose korrelieren
(Iamaroon et al., 2004; Kannan et al., 1996; Xie et al., 1999). Auch eine Beziehung zwischen
erho¨hter Genexpression von Ki67 in oralen Plattenepithelkarzinomen und geringer Differen-
zierung der Tumorzellen wurde vorgefunden (Vieira et al., 2008). Die Genexpression von Ki67
korreliert also mit Parametern, die auf a¨hnliche Weise in Beziehung zur Aktivita¨t von EGF
und EGFR gesetzt wurden.
Die Genexpression von EGF wurde in der vorliegenden Studie in BHY-Plattenepithelkarzi-
nomzellen nach Stimulation mit EGF vermindert vorgefunden. Die Werte waren um etwa
30 bis 70% gegenu¨ber den Ausgangswerten reduziert, der niedrigste Wert lag nach 72 h vor.
Diese Genexpressionsa¨nderungen sind wahrscheinlich Ausdruck eines negativen Regulations-
mechanismus, bei dem die Genexpression von EGF infolge ausreichender Konzentrationen im
extrazellula¨ren Medium vermindert wird.
Die Genexpressionsrate von EGFR a¨nderte sich nach Stimulation humaner Plattenepithelkar-
zinomzellen mit dem EGF dagegen kaum gegenu¨ber der Genexpression in unstimulierten Zel-
len. Das deutet darauf hin, dass die Tumorzellen konstitutiv Rezeptoren fu¨r die Signaltrans-
duktion zur Verfu¨gung stellen. Zu beachten ist auch hier wieder, dass die Werte zwar u¨ber die
relative Genexpression informieren, aber keinerlei Aufschluss u¨ber potentielle Modifikationen
wa¨hrend oder nach der Translation und damit u¨ber die tatsa¨chlichen Proteinkonzentrationen
geben.
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser Studie darauf hin, dass EGF teils stimulie-
rende und teils suppressive Effekte auf die Expression der untersuchten Gene ausu¨bt. Die
unterschiedlichen Vera¨nderungen im Genexpressionsmuster lassen differente Signalkaskaden
vermuten. Am deutlichsten beeinflusst EGF jedoch die Genexpression der humanen Defensine
und zwar insbesondere von hBD-1 und -3. Die humanen Defensine fungieren mo¨glicherweise
als Zielgene von EGF. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie implizieren, dass die humanen
Defensine als Komponenten der angeborenen Immunabwehr zur Entstehung und Entwick-
lung von oralen Plattenepithelkarzinomen entscheidend beitragen ko¨nnten. Daru¨ber hinaus
zeigen die Ergebnisse aber auch, dass EGF mo¨glicherweise nicht nur u¨ber die Beeinflussung
von Proliferation und Apoptose zur Tumorgenese beitra¨gt, sondern auch u¨ber einen starken
Einfluss auf Komponenten des angeborenen Immunsystems.
Mehrere Studien wiesen in der Vergangenheit darauf hin, dass EGFR und seine nachgeschalte-
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ten Signalkaskaden an entzu¨ndlichen und hyperproliferativen Erkrankungen der Gesichtshaut,
insbesondere an Psoriasis und atopischer Dermatitis, beteiligt ist. Es wurde dabei vermutet,
dass der Rezeptor sowohl angeborene Immunabwehrmechanismen als auch entzu¨ndliche Re-
aktionen in Keratinozyten reguliert. Signalkaskaden des EGFR fu¨hrten zu einer vera¨nderten,
d.h. sowohl verminderten als auch gesteigerten Genexpression verschiedener proinflamma-
torischer Mediatoren. Dazu za¨hlt die Genexpressionssteigerung antimikrobieller Peptide wie
des hBD-3 und des S100A4 sowie des Chemokins CXCL8/IL-8. Hinzu kommt die Vermin-
derung der Genexpressionsrate von Chemokinen wie CCL2/MCP-1 und CXCL10/IP-10, die
verschiedene Leukozyten rekrutieren (Pastore et al., 2005; Pastore und Mascia, 2008). Mascia
et al. vermuteten letztlich, dass die Blockade von EGFR im Rahmen der gezielten Tumorthe-
rapie nicht nur zu antiproliferativen Zwecken genutzt werden ko¨nnte, sondern auch u¨ber die
Versta¨rkung der adaptiven Immunantwort tumorinhibierend wirken ko¨nnte (Mascia et al.,
2003). Auch anhand von in vitro und in vivo Untersuchungen von epidermalen Plattenepi-
thelkarzinomen der Gesichtshaut wurde EGFR eine immunmodulierende Rolle zugeschrieben.
Die Aktivierung des EGFR und der Ras-MAPK-Signalkaskade fu¨hrte hier zu einer Vermin-
derung der Genexpression des Chemokins CCL27/CTACK. Es wurde vermutet, dass die
transformierten Keratinozyten auf diese Weise eine T-Zell-vermittelte zytotoxische Immun-
antwort unterdru¨cken und damit das Immunabwehrsystem umgehen (Pivarcsi et al., 2007).
Diese sowie die Ergebnisse der vorliegenden Studie sind Hinweis darauf, dass die Aktivie-
rung von EGFR nicht nur zu Tumorwachstum und Proliferation fu¨hrt, sondern auch u¨ber die
Genexpression von Komponenten des angeborenen Immunsystems zur Tumorgenese beitra¨gt.
Im Interesse zuku¨nftiger Studien ko¨nnte stehen, die Regulationsmechanismen zu untersu-
chen, u¨ber die EGF auf die Expression der untersuchten Gene wirkt. Durch den spezifischen
Einsatz von Inhibitoren ko¨nnte eine Beteiligung des EGFR sowie verschiedener Enzyme sei-
ner Signalkaskade verifiziert oder auch ausgeschlossen werden. In dieser Studie wurden in
vitro Untersuchungen an einer Zelllinie durchgefu¨hrt. Tumorzelllinien stellen eine homogene
Zellpopulation aus Tumorzellen dar. In vivo setzt sich Tumorgewebe jedoch aus multiplen
Zelltypen, d.h. auch Nichttumorzellen wie Fibroblasten und Immunzellen, sowie aus nicht-
zellula¨ren Bestandteilen wie Matrixproteinen zusammen. Ein na¨chster Schritt ko¨nnte sein,
den Einfluss von EGF in vivo anhand von Tumorbiopsien oder auch anhand einer Tumor-
zelllinie mit einem geringeren Differenzierungsgrad zu untersuchen. Auch gilt es weiter zu
ermitteln, welche Auswirkungen hinter der Expressionsa¨nderung dieser Gene in oralen Plat-
tenepithelkarzinomen stehen und welche Bedeutung die jeweiligen Expressionsraten fu¨r die
weitere Tumorprogression besitzen. Die Expressionsraten von Ki67 und von Doc-1 wurden
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in vielen Studien als prognostische Faktoren herangezogen und zudem mit Parametern wie
dem Tumorstadium, dem Metastasierungsrisiko und dem Invasionsgrad korreliert (Shintani
et al., 2001; Xie et al., 1999). Von den humanen Defensinen wurde bisher nur hBD-2 als
prognostischer Faktor in oralen Plattenepithelkarzinomen vorgeschlagen und mit histologi-
schen Parametern in Beziehung gesetzt (Sawaki et al., 2002). In den vergangengen Jahren
wurde aber immer weiter nach biologischen Markern gesucht, die fru¨hzeitigen Hinweis auf ein
malignes Geschehen und dessen Prognose geben ko¨nnten. Mo¨glicherweise haben auch die u¨b-
rigen humanen Defensine das Potential prognostischer Faktoren. Ein therapeutischer Aspekt
hingegen ko¨nnte sich durch den Einsatz von rekombinantem hBD-1 ergeben, falls sich dessen
Rolle als potentielles Tumorsuppressorgen besta¨tigen sollte.
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5 Zusammenfassung
Erho¨hte Aktivierung von EGFR ist ein ha¨ufiges Ereignis in der Tumorgenese des oralen Plat-
tenepithelkarzinoms und fo¨rdert u¨ber multiple Signalkaskaden die Tumorprogression. Vera¨n-
derungen im Expressionsmuster vieler anderer potentieller Protoonkogene und Tumorsup-
pressorgene weisen auf eine wichtige Rolle von EGF in Entstehung und Entwicklung des
oralen Plattenepithkarzinoms hin. Ziel der vorliegenden Studie war, einen Einfluss von EGF
auf die Regulation der Genexpression von hBD-1, -2 und -3, DEFA1 und DEFA4, S100A7
und S100A4, von Doc-1 sowie von Ki67 in Zellen eines humanen Plattenepithelkarzinoms zu
untersuchen.
Zellen der BHY-Plattenepithelkarzinomzelllinie wurden kultiviert und mit EGF u¨ber einen
Zeitraum von 4 h, 8 h, 24 h, 48 h und 72 h inkubiert. Anschließend wurde die Gesamt-RNA
aus den Zellen isoliert und in cDNA transkribiert. Die A¨nderung der relativen Genexpression
von hBD-1, -2 und -3, DEFA1 und DEFA4, S100A7 und S100A4, von Doc-1 und Ki67 sowie
von EGF und EGFR konnte dann mit Hilfe der RTq-PCR ermittelt werden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass EGF teils stimulierende und teils sup-
pressive Effekte auf die Expression der untersuchten Gene ausu¨bt. Am deutlichsten aber wird
die Genexpression von hBD-1 und -3 beeinflusst. Die Inkubation mit EGF fu¨hrte zu einer
Verminderung der relativen Genexpression von hBD-1, DEFA4 sowie von S100A4 sowie zu
einer initialen Abnahme der Expression von DEFA1 und von Doc-1. Demgegenu¨ber zeigten
hBD-2 und -3 sowie sekunda¨r auch Ki67 einen Anstieg der relativen Genexpression.
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die untersuchten Gene, insbeson-
dere die Gene von hBD-1 und -3 als Zielgene von EGF fungieren und damit zur Entstehung
und Entwicklung von oralen Plattenepithelkarzinomen beitragen ko¨nnten. Die starke Beein-
flussung der humanen β-Defensine impliziert, dass EGF nicht nur u¨ber die Beeinflussung
von Proliferation und Apoptose zur Tumorgenese beitra¨gt, sondern auch u¨ber einen starken
Einfluss auf das angeborene Immunsystem sowie auf potentielle Tumorsuppressorgene.
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